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El uso de aceites esenciales como conservantes naturales cobra especial importancia en la 
industria alimentaria, ya que estos compuestos son reconocidos como seguros (GRAS) para ser 
usados en forma intencionada en alimentos. Los aceites esenciales de orégano y ajo constituyen 
una alternativa como potenciales agentes antioxidantes y antimicrobianos prolongando la vida útil 
de los alimentos. El objetivo de este trabajo de tesis fue evaluar in vitro y en hamburguesas de 
carne vacuna las propiedades antioxidantes y antimicrobianas del uso combinado de aceite 
esencial de orégano variedad Alpha Sumaj (AEO) y de ajo blanco subvariedad Plata (EA), 
producidos en Mendoza, Argentina. Se determinó: a) la actividad antioxidante in vitro de la mezcla 
de AEO y EA mediante el secuestro de radicales libres; b) la actividad biocida in vitro de los 
mismos sobre 9 cepas de bacterias alterantes y patógenas y en 2 cepas de hongos; c) análisis 
sensorial de las hamburguesas adicionadas con la mezcla de ambos extractos y refrigeradas y d) 
estudios de almacenaje para evaluar cambios químicos, sensoriales y microbiológicos.  
La actividad antioxidante de la mezcla no se pudo medir debido a la formación de un precipitado 
en las muestras. Los análisis microbiológicos in vitro pusieron en evidencia un efecto sinérgico al 
combinar ambos extractos para la mayoría de las bacterias, excepto para Pseudomonas que 
resultó ser antagónico. Con respecto a la actividad antimicótica, el aceite de orégano ejerció 
efecto inhibidor del crecimiento miceliar, mientras que el de ajo no.  
Jueces expertos de la Facultad de Ciencias Agrarias eligieron por consenso utilizar una 
combinación de 0,8 % de EA + 150 mg.kg-1 de AEO en las hamburguesas y 1 % de NaCl. 
Para evaluar la vida útil se formaron 5 lotes de hamburguesas: al primero se le adicionó 150 
mg.kg-1 de AEO, al segundo 8 % de EA, al tercero la combinación de 150 mg.kg-1 de AEO y 8 % 
de EA, al cuarto 200 mg.kg-1 de terbutil hidroquinona (TBHQ) y las restantes sin ningún agregado 
sirvieron de control. A continuación se almacenaron crudas a 4 ºC durante 9 días. 
El valor de TBA en la muestra control aumenta con el tiempo, mientras que las muestras con 
TBHQ y AEO fueron significativamente menores todos los días de almacenamiento y no 
mostraron diferencias entre ellas. Tanto el EA como su combinación con AEO actuaron como 
potentes prooxidantes. El valor de pH sube hasta el día 6 y luego se mantiene sin diferencias 
significativas para todos los tratamientos excepto los que contienen EA, que disminuyen. Con 
respecto al color, el agregado de antioxidantes como el de extractos no modificó 
significativamente el valor de luminosidad (L*). Las muestras con EA y su combinación con AEO 
disminuyen significativamente el valor de a*(± rojo - verde) con respecto a las hamburguesas 
control, desde el primer día, indicando que su adición influye en el color rojo de las muestras. Las 
hamburguesas con EA y su combinación con AEO presentaron los valores más altos de b*(± 
amarillo - azul).La adición de AEO redujo en general la actividad microbiana de las hamburguesas 
hasta el día 3, mientras que el agregado de EA (8 %) y su combinación con AEO redujeron 
significativamente la presencia de las bacterias estudiadas extendiendo la conservación de las 
hamburguesas hasta 6 días. 
Los resultados sugieren que la mezcla de EA+AEO, a través de sus propiedades combinadas son 
potencialmente útiles en la preservación de los productos cárnicos. Los resultados del análisis de 
sensorial, indicaron las ventajas en el uso de estos extractos en los productos cárnicos que son 
susceptibles al enranciamiento. 






1.1 INTRODUCCIÓN ......................................................................................................................................... 1 
1.2 OBJETIVOS E HIPÓTESIS ........................................................................................................................ 3 
Objetivo General: ................................................................................................................................................... 3 
Objetivos Particulares: ........................................................................................................................................ 3 
Hipótesis.................................................................................................................................................................... 3 
CAPITULO 2 .................................................................................................................................................................. 4 
OBTENCIÓN DE ACEITES ESENCIALES Y EXTRACTOS ............................................................................... 4 
2.1 ESPECIAS ........................................................................................................................................................... 4 
2.2 AJO ........................................................................................................................................................................ 4 
2.3 ORÉGANO .......................................................................................................................................................... 5 
2.4 EXTRACCIÓN DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS ....................................................................................... 6 
2.5 PROPIEDADES DE LOS ACEITES ESENCIALES Y EXTRACTOS ..................................................... 6 
2.6 MATERIALES Y MÉTODOS .......................................................................................................................... 8 
2.6.1 OBTENCIÓN DEL ACEITE ESENCIAL DE ORÉGANO ................................................................. 8 
2.6.2 OBTENCIÓN DEL EXTRACTO DE AJO ............................................................................................. 9 
2.6.3 RENDIMIENTO ..................................................................................................................................... 10 
2.6.4 CAPACIDAD DE SECUESTRO DE RADICALES LIBRES .......................................................... 10 
2.6.5 ANALISIS ESTADISTICO ................................................................................................................... 10 
2.7 RESULTADOS ................................................................................................................................................ 11 
2.7.1 RENDIMIENTO ..................................................................................................................................... 11 
2.7.2 CAPACIDAD DE SECUESTRO DE RADICALES LIBRES .......................................................... 11 
2.8 CONCLUSIONES ............................................................................................................................................ 11 
CAPITULO 3 ............................................................................................................................................................... 12 
EVALUACIÓN IN VITRO DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE, ANTIBACTERIANA Y 
ANTIMICÓTICA DEL ACEITE ESENCIAL DE ORÉGANO, EL EXTRACTO DE AJO Y SU 
COMBINACIÓN ......................................................................................................................................................... 12 
3.1 MATERIALES Y MÉTODOS ....................................................................................................................... 12 
3.1.1 ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA “IN VITRO” ............................................................................. 12 
3.1.2 ACTIVIDAD ANTIMICÓTICA “IN VITRO” .................................................................................... 13 
3.1.3 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE “IN VITRO” ................................................................................... 13 
3.1.4 ANALISIS ESTADISTICO ................................................................................................................... 13 
3.2 RESULTADOS ................................................................................................................................................ 13 
3.2.1 ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA “IN VITRO” ............................................................................. 13 
3.2.2 ACTIVIDAD ANTIMICÓTICA “IN VITRO” .................................................................................... 14 
3.2.3 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE “IN VITRO” ................................................................................... 15 
3.3 CONCLUSIONES ............................................................................................................................................ 15 
CAPITULO 4 ............................................................................................................................................................... 16 
EVALUACIÓN DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y ANTIMICROBIANA DE LA COMBINACIÓN 
DEL ACEITE ESENCIAL DE ORÉGANO Y EL EXTRACTO DE AJO EN HAMBURGUESAS DE 
CARNE VACUNA ....................................................................................................................................................... 16 
4.1 HAMBURGUESAS DE CARNE VACUNA REFRIGERADAS.............................................................. 16 
4.2 RANCIDEZ ...................................................................................................................................................... 16 
4.3 ANTIOXIDANTES ......................................................................................................................................... 17 
4.4  ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN PRODUCTOS CÁRNICOS ......................................................... 19 
4.5 ALTERACION MICROBIANA DE LA CARNE ....................................................................................... 20 
4.6 EVALUACION ORGANOLEPTICA DE LA CARNE .............................................................................. 20 
4.7 MATERIALES Y MÉTODOS ....................................................................................................................... 21 
V 
 
4.7.1 DETERMINACIÓN DE LA DOSIS MÁXIMA DEL USO COMBINADO DE ACEITE 
ESENCIAL DE ORÉGANO Y EXTRACTO DE AJO .................................................................................. 21 
4.7.2 ESTUDIO DE CARACTERÍSTICAS FÍSICO-QUÍMICAS y MICROBIOLÓGICAS EN 
HAMBURGUESAS ........................................................................................................................................... 22 
4.8 RESULTADOS ................................................................................................................................................ 23 
4.8.1 DETERMINACIÓN DE LA DOSIS MÁXIMA DEL USO COMBINADO DE ACEITE 
ESENCIAL DE ORÉGANO Y EXTRACTO DE AJO .................................................................................. 23 
4.8.2 ESTUDIO DE CARACTERÍSTICAS FÍSICO-QUÍMICAS y MICROBIOLÓGICAS EN 
HAMBURGUESAS ........................................................................................................................................... 24 
4.9 CONCLUSIONES ............................................................................................................................................ 32 
CAPITULO 5 ............................................................................................................................................................... 33 
CONCLUSIONES GENERALES ............................................................................................................................. 33 
ANEXOS ....................................................................................................................................................................... 34 





INDICE DE FIGURAS Y TABLAS 
 
Figura 1. Estructura química de los principales constituyentes de los aceites 
esenciales……………………………………………………………………………………………………………..………..….7 
Figura 2. Equipamiento usado en la destilación de orégano…………………………………………….….…8 
Figura 3.  Métodos para la extracción del aceite esencial de ajo………………………………………....….9 
Figura 4. Estructura química de los antioxidantes naturales…………………………………………….....18 
Figura 5. Estructura química de los antioxidantes sintéticos……………………………………...............19 
Figura 6: Ordenamiento por preferencia……………………………………………………………......................24 
Figura 7: Escalahedónica…………………………………………………………………………...................................24 
Figura 8: Evolución del pH de hamburguesas almacenadas a 4 °C……………………………….………25 
Figura 9: Evolución del TBARs en hamburguesas almacenadas a 4 °C…………………………….……26 
Figura 10: Evolución de L* en hamburguesas almacenadas a 4 °C…………………………………….....27 
Figura 11: Evolución de a* en hamburguesas almacenadas a 4 °C……………………………………….28 
Figura 12. Evolución de b* en hamburguesas almacenadas a 4ºC………………………………………..29 
Figura 13: Recuento de coliformes totales en hamburguesas almacenadas a 4°C………………....30 
Figura 14: Recuento de levaduras y hongos en hamburguesas almacenadas a 4 °C……………...31 
Figura 15: Recuento de bacterias psicrótrofas en hamburguesas almacenadas a 4 
°C………………………………………………………………………………………………………………………………….....31 
Figura 16: Modelo de planilla usada para la evaluación sensorial de las hamburguesas de 
carne vacuna…………………………………………………………………………………………....................................37 
Tabla 1: Capacidad de secuestro de radicales libres en distintas muestras de extracto acuoso 
de ajo……………………………………………………………………………………………...…….....................................11 
Tabla 2: Actividad antimicrobiana del aceite esencial de orégano AEO, del Extracto de ajo (EA) 
y su combinación (AEO+EA)………………………………………………………………………...............................14 
Tabla 3: Prueba de ADEVA correspondiente al porcentaje de secuestro de radicales libres 
según el extracto de ajo…………………………………………………………………………………..........................35 
Tabla 4: Prueba de Tukey correspondiente al porcentaje de secuestro de radicales libres 
según el extracto de ajo………………………………………………………………………………………………….…35 
Tabla 5: Prueba de ADEVA correspondiente al efecto antibacteriano in vitro del AE, AEO y su 
combinación sobre el tipo de bacteria estudiada……………………………………………………………..…36 
Tabla 6: Prueba de Tukey correspondiente al efecto antibacteriano in vitro del AE, AEO y su 
combinación……………………………………………………………………………………….........................................36 
Tabla 7: Prueba de Tukey correspondiente al efecto antibacteriano in vitro según el tipo de 
bacteria………………………………………………………………………………………..................................................36 
Tabla 8: Prueba de Friedman correspondiente a la distribución porcentual de la prueba de 
ordenamiento por preferencia…………………………………………………………………..................................38 




Tabla 10: Prueba de ADEVA correspondiente a la evolución del pH en hamburguesas según 
día y tratamiento…………………………………………………………………………………………............................39 
Tabla 11: Prueba de Tukey correspondiente a la evolución del pH en hamburguesas según 
día……………………………………………………………………………………………………………………………..…...39 
Tabla 12: Prueba de Tukey correspondiente a la evolución del pH en hamburguesas según 
tratamiento………………………………………………………………………………………………………………...…..39 
Tabla 13: Prueba de ADEVA correspondiente a la evolución del TBARs en hamburguesas 
según día y tratamiento………………………………………………………………………………………………...…40 
Tabla 14: Prueba de Tukey correspondiente a la evolución del TBARs en hamburguesas según 
día………………………………………………………………………………………………………......................................40 
Tabla 15: Prueba de Tukey correspondiente a la evolución del TBARs en hamburguesas según 
tratamiento………………………………………………………………………………………………...............................40 
Tabla 16: Prueba de ADEVA correspondiente a la evolución del color L* en hamburguesas 
según día y tratamiento…………………………………………………………………………………………..…..……41 
Tabla 17: Prueba de Tukey correspondiente a la evolución del color L* en hamburguesas 
según día………………………………………………………………………………………………………..........................41 
Tabla  18. Prueba de Tukey correspondiente a la evolución del color L* en hamburguesas 
según tratamiento………………………………………………………………………………………………………..…..41 
Tabla 19: Prueba de ADEVA correspondiente a la evolución del color a* en hamburguesas 
según día y tratamiento………………………………………………………………………………………………....…42 
Tabla 20: Prueba de Tukey correspondiente a la evolución del color a* en hamburguesas 
según día………………………………………………………………………………………………………………….…..…42 
Tabla 21: Prueba de Tukey correspondiente a la evolución del color a* en hamburguesas 
según tratamiento…………………………………………………………………………………………………….…..….42 
Tabla 22: Prueba de ADEVA correspondiente a la evolución del color b* en hamburguesas 
según día y tratamiento……………………………………………………………………………………………………43 
Tabla 23: Prueba de Tukey correspondiente a la evolución del color b* en hamburguesas 
según día……………………………………………………………………………………………………..............................43 
Tabla 24: Prueba de Tukey correspondiente a la evolución del color b* en hamburguesas 
según tratamiento………………………………………………………………………………………………………...…..43 
Tabla 25: Prueba de ADEVA correspondiente al recuento de coliformes totales en 
hamburguesas según día y tratamiento………………………………………………………………………….…44 
Tabla 26: Prueba de Tukey correspondiente al recuento de coliformes totales en 
hamburguesas según día………………………………………………………………………………………….………44 
Tabla 27: Prueba de Tukey correspondiente al recuento de coliformes totales en 
hamburguesas según tratamiento…………………………………………………………………………………..…45 
Tabla 28: Prueba de ADEVA correspondiente al recuento de coliformes fecales en 
hamburguesas según día y tratamiento………………………………………………………………………….…45 
Tabla 29: Prueba de Tukey correspondiente al recuento de coliformes fecales en 
hamburguesas según día………………………………………………………………………………………………....45 
VIII 
 
Tabla 30: Prueba de Tukey correspondiente al recuento de coliformes fecales en 
hamburguesas según tratamiento……………………………………………………………………………….....….46 
Tabla 31: Prueba de ADEVA correspondiente al recuento de levaduras y hongos en 
hamburguesas según día y tratamiento…………………………………………………………….…...................46 
Tabla 32: Prueba de Tukey correspondiente al recuento de levaduras y hongos en 
hamburguesas según día………………………………………………………………………………………………..….46 
Tabla 33: Prueba de Tukey correspondiente al recuento de levaduras y hongos en 
hamburguesas según tratamiento………………………………………………………………………………….....47 
Tabla 34: Prueba de ADEVA correspondiente al recuento de bacterias psicrófilas en 
hamburguesas según día y tratamiento…………………………………………………………............................47 
Tabla 35: Prueba de Tukey correspondiente al recuento de bacterias psicrófilas en 
hamburguesas según día……………………………………………………………………………………………….…47 
Tabla 36: Prueba de Tukey correspondiente al recuento de bacterias psicrófilas en 









La creciente demanda, por parte de los consumidores, de productos seguros y naturales sin 
conservantes químicos, ha dado lugar a una investigación exhaustiva sobre las técnicas de 
conservación, tendientes a mejorar la calidad microbiana y la seguridad de los productos, 
manteniendo las propiedades nutritivas y organolépticas del mismo.  
 
Particularmente se ha incrementado el consumo de productos cárneos mínimamente procesados, 
y  listos para consumir, prefiriéndose aquellos que contienen ingredientes naturales u orgánicos 
sin conservantes artificiales que no desencadenan alergias o sensibilidad (Mariutti y col., 2011).  
 
Entre los procesos de deterioro asociados a la conservación de la carne fresca se encuentran la 
oxidación lipídica, la cual provoca la aparición de olores y sabores desagradables y la alteración 
del color, produciendo en general una reducción de la calidad organoléptica del producto. Así 
mismo dan lugar a una disminución del valor nutritivo de la carne y la generación de compuestos 
potencialmente nocivos para la salud, relacionados con el riesgo de padecer diversas patologías 
(Armenteros y col., 2012). Además, la carne es un buen sustrato para el crecimiento de 
microorganismos alterantes y patógenos, por tener elevada actividad de agua (cercana a 1) y ser 
fuente de proteínas, lípidos, diversos componentes solubles de bajo peso molecular, vitaminas,  
minerales y una pequeña concentración de carbohidratos (0 - 1,2 %). La contaminación puede 
producirse durante las operaciones de sacrificio, procesado y almacenamiento. . Para retrasar 
todos estos procesos de alteración de la carne durante estas fases se utiliza la refrigeración 
(Signorini, 2007). 
  
Para preservar a los ácidos grasos poliinsaturados del deterioro oxidativo, se utilizan 
antioxidantes. Por su bajo costo, alta estabilidad y efectividad, los antioxidantes sintéticos como el 
butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT), galato de propilo (GP) y tercbutilhidroxiquinona 
(TBQH) son mayormente usados para tal fin. Debido a los efectos tóxicos y cancerígenos en la 
salud humana, la tendencia actual de los consumidores es rechazar el uso de aditivos sintéticos y 
demandar alimentos naturales y rápidos de preparar (Bandoniere y col., 2002). 
 
En años recientes se han estudiado muchos vegetales y sus aceites esenciales como fuentes de 
antioxidantes naturales y conservantes. En este sentido, el uso alternativo de los recursos 
naturales, ha recibido cada vez más atención, principalmente debido a que muchos de estos 
productos tienen propiedades funcionales adicionales (Sánchez y col., 2011). En este contexto los 
aceites esenciales (AE) han ido ganando interés, debido a sus propiedades antioxidantes, 
antibacterianas, antivirales y antifúngicas (Burt, 2004; Petrou y col., 2012) y porque son sustancias 
generalmente reconocidas como seguras (GRAS), teniendo una amplia aceptación por los 
consumidores (Gutierrez y col., 2009). Su efecto es debido, principalmente, a su contenido en 
compuestos fenólicos y organosulfurados (Pezeshk y col., 2011). 
 
En carnes y productos cárnicos, los AE de orégano, romero, tomillo, clavo, ajo, jengibre, cilantro y 
albahaca han demostrado un gran potencial de ser utilizados como agentes antimicrobianos y 
antioxidantes (Dzudie, y col., 2004; Solomakos y col., 2008; Barbosa y col., 2009; Fratianni y col., 
2010; Govaris y col., 2010; Ranjan y col., 2012; Bonilla y col., 2014; Chan y col., 2014). 
Aunque los estudios in vitro avalan estas propiedades funcionales se ha encontrado que, 
generalmente, es necesaria una mayor concentración para lograr el mismo efecto en los 
alimentos, pudiendo alterar el sabor de los mismos y superar el límite aceptado por los 
consumidores (Lv y col., 2011). Debido a que los AE son mezclas de distintos componentes, una 
de las alternativas para lograr el efecto de conservación deseado a concentraciones más bajas, es 
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utilizar combinaciones de distintos extractos de plantas y así aumentar su bioactividad (Bassolé y 
Juliani, 2012). 
 
Numerosas especies como el ajo, la cebolla, la menta, el anís, la albahaca, el cilantro, la canela, y 
el orégano han sido usadas como saborizantes y posteriormente reconocidas por su potencial 
antimicrobiano y antioxidante. Dentro de estas especies se destaca el orégano por su uso como 
antiespasmódico, antifúngico, anticoccidial y antibacteriano, debido a la presencia en sus hojas de 
p-cimeno y los derivados fenólicos carvacrol y timol (Vásques y col., 2014). Por otro lado el ajo se 
ha utilizado desde la antigüedad como una medicina  por tener propiedades antibacterianas, 
antifúngicas y antivirales. Sus principales constituyentes bioactivos son los compuestos 
organoazufrados y los fenólicos (Lanzotti, 2006; Camargo y col., 2007). 
 
Si bien el orégano tiene su origen en la cuenca del Mediterráneo, su cultivo se encuentra 
extendido por todo el mundo. En Argentina, es la especia más importante tanto por su consumo 
como por su cultivo, siendo los principales centros de producción las provincias de Mendoza con 
50 %, Córdoba 25 % y San Juan 15 % (Potaschner y Bauzá 2009).  
 
Considerando además que el ajo (Allium sativum L.) es uno de los cultivos de hortalizas de mayor 
importancia económica en la provincia de Mendoza (Filippini, 2012), es que se propone a estas 
dos especies como objeto de estudio, con el fin de obtener un producto de calidad diferenciada y 
evaluar sus cualidades antioxidantes y conservantes. 
 
Desde 1994, en la F.C.A. - U.N.Cuyo se están desarrollando estudios sobre la tecnología de 
obtención y conservación de los principios activos de distintas especies y su aplicación en 
alimentos para prolongar la vida útil o disminuir la adición de cloruro de sodio (Amadio y col., 
1997; Gascón, 1999; Medina y col., 2003; Dupertuis y col., 2004; Medina y col., 2004a; Medina y 
col., 2004b; Zimmermann, y col., 2004; Dupertuis y col., 2005; Zimmermann, 2005; Zimmermann, 
2006; Amadio y col., 2006; Manini y col., 2007; Miralles  y col., 2007; Dupertuis y col., 2010; 
Amadio y col., 2011, Medina y col, 2011). Durante estos años, se ha evaluado la adición a 
distintos alimentos, de AE de plantas cultivadas y nativas de Mendoza (orégano criollo, compacto, 
mendocino y cordobés o tomillo del cerro), de extractos de hojas y de escobajos de vid, de ajo en 
polvo y vino tinto de vides Cavernet sauvignon obtenidas bajo diferentes condiciones. De todos los 
ensayos realizados, se destaca por sus propiedades antioxidantes y conservantes el AE de tomillo 
del cerro o Acantholippia seriphioides y por sus propiedades antioxidantes el orégano criollo u 
Origanum x applii (Medina y col., 2003).  
 
Las propiedades antioxidantes y conservantes del aceite esencial de orégano cultivado en la 
provincia de Mendoza han sido estudiadas (Amadio, 2013). Al incorporarlo en hamburguesas de 
carne, en una dosis de 300 mg.kg-1 resultó ser muy buen antioxidante y actuó frente a mohos y 
levaduras, pero su efecto contra las bacterias psicrófilas fue escaso. Con respecto al ajo cultivado 
en Mendoza se han evaluado las propiedades antibacterianas del ajo crudo y compuestos 
individuales frente a cepas alterantes y patógenas de alimentos (Farrando, 2012) y actividades 
fungitóxicas de extractos de ajo y compuestos organoazufrados frente a Aspergillus flavus y 
Slerotiumcepivorum (Tarquini y col., 2008; 2011), encontrándose resultados satisfactorios. 
 
Por todo lo expuesto, se propone estudiar las propiedades saborizantes, conservantes y 
antioxidantes del aceite esencial de orégano en combinación con extractos de ajo en 
hamburguesas de carne vacuna, con el fin de prolongar su vida útil y limitar o evitar la 















Evaluar el efecto combinado del aceite esencial de orégano y extracto de ajo, en la extensión de 




• Evaluar el efecto de la adición de distintas concentraciones de aceite esencial de orégano y 
extracto de ajo sobre el sabor y la aceptabilidad de hamburguesas de carne vacuna, almacenadas 
en refrigeración. 
 
• Valorar la actividad antioxidante y antibacteriana in vitro, de la combinación de aceite esencial 
de orégano y de ajo. 
 
• Determinar el potencial efecto antioxidante y antibacteriano de la combinación de aceite 
esencial de orégano y ajo en hamburguesas de carne vacuna almacenadas bajo refrigeración. 
 
• Valorar la evolución del pH y color consecuente al empleo de la combinación de aceite esencial 




• El uso combinado de aceite esencial de orégano y extracto de ajo aumenta la vida útil de las 
























OBTENCIÓN DE ACEITES ESENCIALES Y EXTRACTOS 
2.1 ESPECIAS 
Las especias conforman un grupo de especies vegetales que se caracterizan por su contenido de 
sustancias aromáticas, sápidas, colorantes o excitantes que se encuentran en distintos órganos, 
tales como frutos (pimiento, pimienta negra), bulbos (ajo, cebolla), hojas (orégano, romero, 
tomillo), flores (clavo de olor), rizomas (jengibre) y otras. Sus aplicaciones son muy amplias e 
incluyen desde el uso culinario hasta la extracción de moléculas aromáticas para integrar una 
gama variada de productos como por ejemplo, ser parte de la composición de repelentes de 
insectos o productos de limpieza.  
Los componentes de las especias forman parte de gran variedad de productos incorporados a la 
vida cotidiana, por lo que amplían en forma permanente su horizonte de aplicaciones en distintas 
actividades industriales. Con respecto a los alimentos las especias pueden ser adicionadas de 
diversas formas (enteras, trituradas, secas, pastas, infusiones, extractos aislados, etc.) y con 
distintos objetivos, por ejemplo, aderezar o mejorar el aroma, sabor y color de los alimentos y 
bebidas. En algunos casos, además pueden aportar propiedades antioxidantes y sirven para 
preservar el producto. El agregado de especias colabora con la generación del sabor distintivo de 
un producto, entendiéndose como tal al complejo conjunto de propiedades olfativas y gustativas 
percibidas en la degustación, que pueden estar influenciadas por propiedades táctiles y térmicas.  
2.2 AJO 
El ajo, Aliium sativum L, es de origen asiático (antiguo Turkestán, límite con China, Afganistán e 
Irán), desde donde se extendió a China e India, hacia el este y el norte de Europa y el 
Mediterráneo hacia el Oeste. Su nombre latino (ajo, alho, ail, aglio, all, allo), proviene del vocablo 
celta all que significa fuerte, ardiente e incendiario, mientras que el nombre anglosajón (garlic), 
proviene de los vocablos gar atravesar y leac (olla, marmita), que probablemente están vinculados 
con el poder de su aroma.  
 
Posee numerosas propiedades terapéuticas y nutricionales que contribuyen a la calidad de este 
alimento. Entre los principales beneficios para la salud se destacan sus propiedades antitóxicas, 
antihipertensivas, anticoagulantes, antirreumáticas y antioxidantes. También se le atribuyen 
beneficios médicos para problemas cardiovasculares, enfermedades infecciosas, cáncer y 
colesterol. 
Actualmente, el ajo se ha consolidado como una de las principales hortalizas exportables de la 
Argentina, lo que ha permitido ubicar al país como el segundo exportador a nivel mundial, 
después de China y uno de los principales productores.Más del 85 % de las hectáreas cultivadas 
se encuentran en la región de Cuyo (Mendoza y San Juan), seguida en importancia por Córdoba y 
Buenos Aires.  
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El mercado internacional del ajo argentino está compuesto por más de 30 países, sin embargo 
sólo Brasil, Francia y EE.UU. importan más del 80 %. 
La industria nacional produce pequeños volúmenes de ajos deshidratados, en pasta, pelados, 
trozados, y extractos oleosos, acuosos y alcohólicos. 
Dentro del país, Mendoza es la principal provincia productora de Ajo, ya que con sus 8.666 
hectáreas representa más del 75 % de la superficie nacional. Existen 6 departamentos que 
concentran el 81,4 % de la superficie total provincial implantada: Maipú, Tupungato, San Carlos, 
Luján de Cuyo, Lavalle y San Martín. (Censo Nacional Agropecuario 2000 (INDEC)) 
Actualmente en el mercado se comercializan los siguientes tipos comerciales de ajo, que son 
denominaciones vulgares, reconocidas internacionalmente, fundamentalmente asociadas al color 
de las hojas de protección de los bulbillos o excepcionalmente la de los bulbos: Ajo “rosado”, Ajo 
“morado”, Ajo “violeta”, Ajo “blanco”, Ajo “colorado” y Ajo “castaño”:  
2.3 ORÉGANO 
El orégano (Origanum vulgare) es originario de la zona de Turquía siendo ampliamente difundido, 
es consumido y cultivado en diferentes latitudes del mundo. Comercialmente se conocen bajo la 
forma de orégano varias especies, entendiéndose que bajo este carácter se considera 
principalmente su aroma y sabor. De ahí que en el mercado existen varios tipos, predominando el 
orégano Europeo (Origanum vulgare). 
 
El orégano fue utilizado  por su acción farmacológica a nivel interno como tónico general, 
digestivo, espasmolítico, carminativo, expectorante, antiséptico de las vías respiratorias y 
emenagogo; a nivel externo actúa como analgésico, cicatrizante y antiséptico.  
Sus hojas son utilizadas como condimento, dando sabor a salsas, adobos y aromatizando 
comidas tradicionales. 
En menor escala se usa en licorería y la esencia que se obtiene por medio de la destilación de 
toda la planta se distribuye en la industria farmacéutica, en perfumería y en determinados tipos de 
jabones. 
Es una de las principales hierbas aromáticas cultivadas que se produce en el país, con unas 600 
hectáreas sembradas. Los principales centros de producción son las provincias de Mendoza con 
50 %, Córdoba 25 %, San Juan 15 %. Existen pequeñas producciones en casi todo el país, pero 
es importante destacar que los mejores rendimientos y aromas se obtienen en el centro oeste y 
noroeste del país. 
En Argentina el orégano que se comercializa es reconocido como Origanum vulgare ssp vulgare, 
Origanum vulgare ssp virens además de los híbridos de los dos primeros con Origanum mejorana, 
denominados Origanum x applii y Origanum x majoricum respectivamente (Mariotti 2013). 
Con el objetivo de  contribuir a agregarle valor al cultivo y convertirlo en una herramienta de 
diferenciación para mejorar la rentabilidad de los negocios, el INTA y la Universidad de Córdoba 
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desarrollaron tres variedades de orégano: Don Bastías, Alpa Sumaj y Aguanda que se suman a 
los anteriores. 
La esencia o aceite esencial es un líquido de color amarillo a pardo. Se obtiene de las flores de la 
planta, por lo que debe ser cosechada en plena floración para asegurar un rendimiento adecuado.  
La composición química es variable dependiendo del tipo de planta que se cultiva. Contiene 
diversos compuestos químicos, principalmente carvacrol y timol y en menor proporción se 
encuentran fenoles, pinemo y ciremo como también sesquiterpenos y alfa-thuyona, dipenteno, 
alfa-terpineno y otros. 
2.4 EXTRACCIÓN DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS  
La selección del procedimiento adecuado de extracción se relaciona con el tipo de compuesto a 
ser extraído, ya que puede incrementar la concentración relativa de compuestos antioxidantes 
provenientes de las plantas (Suhaj, 2006). 
Con referencia a los extractivos obtenidos de plantas aromáticas, pueden ser: aceites esenciales, 
resinoides, concretos, absolutos, extractos crudos o purificados, oleorresinas, exudados naturales 
(bálsamos y resinas), etc 
Los aceites esenciales son líquidos aromáticos y volátiles extraídos de material vegetal, como de 
flores, raíces, cortezas, hojas, semillas, cáscara, frutas, madera y de la planta entera. Son 
considerados como metabolitos secundarios, importantes para la defensa de la planta, ya que a 
menudo poseen propiedades antimicrobianas. 
La extracción de los aceites esenciales se realiza por diversos métodos. Uno de los más usados 
debido a su alto rendimiento, pureza del aceite obtenido y porque no requiere tecnología 
sofisticada, es el de extracción por arrastre de vapor (Moreno y col., 2010). En él la parte de la 
planta que contiene al aceite esencial se pone en contacto directo con vapor. El vapor arrastra al 
aceite y luego se condensa. Los componentes volátiles son recolectados en agua, y separados 
por diferencia de densidad. Una variante de lo anterior es la hidrodestilación, la cual consiste en 
llevar a ebullición una mezcla de agua y material vegetal aromático y condensar directamente los 
vapores generados. Otros métodos emplean solventes volátiles, expresión, enfleurage, extracción 
por microondas y fluídos supercríticos. (Moreno y col., 2010). 
Con respecto a los extractos, éstos se obtienen con solventes como el agua, glicoles, alcoholes o 
mezclas de éstos. El material crudo previamente triturado se pone en contacto con cantidad 
suficiente de solvente, utilizándose generalmente la agitación. Posterior a este paso,  la mezcla es 
filtrada. 
El carácter especial de los extractos vegetales es que a partir de una misma planta se pueden 
obtener extractos diferentes con principios activos variados. También depende del solvente 
empleado para extraer una parte vegetal definida. 
2.5 PROPIEDADES DE LOS ACEITES ESENCIALES Y EXTRACTOS 
Las plantas producen una variedad de compuestos con actividad antimicrobiana. Algunos están 
siempre presentes mientras que otros se producen en respuesta a la invasión microbiana o 
lesiones físicas. La identificación de los compuestos antimicrobianos más activos de aceites 
esenciales es difícil porque dichos aceites son mezclas complejas de hasta 45 componentes 
diferentes. Así mismo la composición de un aceite esencial particular puede variar dependiendo 
de la temporada de cosecha, y los métodos utilizados para extraer el aceite. (Morten y col., 2012) 
Están compuestos por diversas sustancias orgánicas de bajo peso molecular con grandes 
diferencias en la actividad antimicrobiana. Los compuestos activos se pueden dividir en cuatro 
grupos según su estructura química: terpenos, terpenoides, fenilpropenos, y otros. En la figura 1 
se pueden observar dichas estructuras químicas que conforman los principales constituyentes 





Figura 1. Estructura química de los principales constituyentes de los aceites esenciales. 
En el caso específico del orégano, la acción antimicrobiana es debida a compuestos fenólicos, 
como el timol y carvacrol, los cuales interactúan con los fosfolípidos y proteínas de las 
membranas celulares, causándoles daños estructurales, funcionales y también dificultando la 
recuperación celular después de la exposición temporal. (Morten y col., 2012) 
En los extractos de ajo, el compuesto activo es la alicina (dialiltiosulfinato).Dentro de los dientes 
de ajo, el aminoácido cisteína se convierte en aliina (S-alil-L-cisteína-S-óxido), un sulfóxido 
conocido sin actividad antimicrobiana. La conversión de aliina a la alicina antimicrobiana requiere 
la enzima alliinasa. Los estudios sugieren que la aliina y alliinasa se encuentran en dos 
compartimentos diferentes, y cuando se machacan los dientes de ajo, alliinasa entra en contacto 
con la aliina y produce alicina. La alicina tiene el olor acre típico del ajo y exhibe propiedades 
antibacterianas, antifúngicas, antiparasitarios y antivirales. Los estudios demuestran que la alicina 
in vitro, tiene un gran potencial como conservante de alimentos, sin embargo, cuando se evaluó 
en matrices alimentarias, los resultados fueron contradictorios. (Morten y col., 2012) 
Es importante entonces, mencionar que además de su actividad antimicrobiana, los aceites 
esenciales o extractos de plantas, poseen efecto antioxidante En varios estudios, se ha 
demostrado que tanto extractos como aceites tienen alta estabilidad oxidativa, y esto es muy útil 
para retardar la oxidación en diversas matrices alimentarias (Tuğba y Medeni, 2012). En una 
investigación se comparó el poder antioxidante de diferentes extractos y aceites de plantas sobre 
la estabilidad oxidativa de diversos aceites comestibles. En todos los casos y también 
estableciendo comparaciones con antioxidantes sintéticos tales como el BHT y BHA, se demostró 
el efectivo poder de los extractos o aceites naturales contra la oxidación y estabilidad de los 
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aceites usados en frituras. En este trabajo, se analizó el efecto del orégano, utilizando las hojas y 
un extracto del mismo  para su aplicación en aceite de fritura. Los resultados mostraron que 
ambos agregados podrían disminuir la formación de dienos conjugados, compuestos polares, 
triacilgliceroles polimerizados, triacilgliceroles diméricos, y el valor de p-anistidina del aceite de 
fritura. Al final del estudio, se determinó que el extracto de orégano fue más eficaz que la hoja 
sola, respecto a la estabilidad oxidativa del aceite. (Tuğba y Medeni, 2012) 
En el ajo los compuestos que contienen azufre y sus precursores, han sido reportados como los 
principales responsables del efecto antioxidante  que poseen (Kim y col., 1997; Lampe, 1999; 
Nuutila y col., 2003). 
Por otra parte, algunos investigadores informaron que hay una relación entre las estructuras 
químicas de los compuestos más abundantes en las plantas y sus  propiedades funcionales, 
mencionadas anteriormente. (Dean y Svoboda, 1989; Farag y col., 1989). Debido a que es 
probable que estos compuestos interactúen con el entorno, y además que la composición de los 
mismos puede variar de acuerdo a diversas condiciones, la investigación de su actividad en 
diferentes matrices alimentarias sigue siendo necesaria para su posterior aplicación con éxito en 
los alimentos. 
2.6 MATERIALES Y MÉTODOS 
2.6.1 OBTENCIÓN DEL ACEITE ESENCIAL DE ORÉGANO 
Se trabajó con las partes aéreas de plantas florecidas de una variedad monoclonal de orégano: 
Alpa Sumaj, cultivada en La Consulta, Mendoza (Estación Experimental INTA). Una vez 
cosechadas las plantas fueron secadas a temperatura ambiente y envasadas en bolsas de papel 
hasta su análisis.  
El aceite esencial (AE) fue extraído por arrastre con vapor de agua en un destilador de vidrio de 
laboratorio (figura 2), el cual consta de un balón generador de vapor de 1000 ml, una columna de 
destilación donde se colocan 300 g de muestra seca y un refrigerante de bolas. El AE fue 
recolectado en una bureta graduada, que permitió medir el volumen, durante 40 minutos. El AE se 
conservó en recipientes de vidrio color caramelo bajo atmósfera inerte (N2) almacenados a 4 ± 2 
ºC hasta sus análisis.  
 




2.6.2 OBTENCIÓN DEL EXTRACTO DE AJO 
Para la obtención de los extractos se empleó ajo variedad Plata. 
Debido a la extensa bibliografía encontrada, se decidió probar distintos métodos de obtención 
tanto de aceites como de extractos y seleccionar según su rendimiento y capacidad de secuestro 
de radicales libres. 












































































































































































































































Figura 3.  Métodos para la extracción del aceite esencial de ajo 
 
Destilación Congelación 
Maceración sin agua Maceración con agua 
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1-Aceite esencial (Benkeblia, 2004): el aceite esencial se extrajo por hidrodestilación usando una 
unidad de destilación vertical de vapor. Una muestra de ajo de 100 g se cortó en pequeños trozos 
y se homogeneizó usando un mezclador doméstico, durante 1 minuto en la velocidad media, en 
100 ml de agua destilada.  Luego se maceró durante 1 hora.  
Este método se desestimó debido a que la cantidad de aceite obtenida en el destilado fue 
insignificante.  
2-Extractos acuosos: 
2.1- Con mortero (Mukhtar y Ghori, 2012): 126 g de ajo limpio se homogeneizó con mortero, 
posteriormente se tamizó por tela de malla fina. Por este procedimiento casi no  se obtuvo líquido 
por lo tanto se descartó. 
2.2- Maceración con agua: 
2.2.1-Igual cantidad de agua y ajo (Irkin y Korukluoglu, 2007): 126 g de ajo pelado y limpio se 
procesó con igual volumen de agua, usando un procesador doméstico durante 1 minuto. La 
mezcla se filtró usando papel de filtro. Se obtuvieron 140 ml de extracto de ajo. 
2.2.2-Doble cantidad de agua (Ugwu y Omale, 2011): se homogeneizó 126 g de ajo con 252 ml de 
agua destilada fría. La mezcla se filtró tres veces por tela de malla fina y posteriormente se 
centrifugó a 200 rpm durante 10 minutos. Se recogió un sobrenadante de 291 ml. 
2.2.3-Doble cantidad de ajo (Amin y Kapadnis, 2005): se suspendió 126 g de ajo con 63 ml de 
agua y se homogeneizó con un procesador doméstico. Luego de media hora se filtró usando 
papel de filtro. Se obtuvieron 122 ml de extracto acuoso de ajo. 
2.4-Congelando (Ziarlarimi, Irani, Gharahveysi, Rahmani, 2013): 126 g de ajo limpio se colocó en 
un recipiente plástico y se conservó en congelador a -20 °C durante 48 hs. Luego de descongelar 
por 30 minutos, el líquido obtenido por la rotura de las células se filtró. Por este método sólo se 
obtuvieron muy pocas gotas, por lo tanto se descartó su empleo. 
Con el fin de seleccionar el método más adecuado para obtener el extracto de ajo, se realizaron 
las siguientes determinaciones: 
2.6.3 RENDIMIENTO 
Se midieron los ml de extracto de ajo obtenido en relación a la cantidad de ajo y agua usados. 
Sólo se realizó en los siguientes extractos 2.2.1; 2.2.2 y 2.2.3. 
2.6.4 CAPACIDAD DE SECUESTRO DE RADICALES LIBRES  
El secuestro de radicales libres se determinó en las muestras de extracto de ajo, usando 1,1-
difenil-2-picrilhidrazil (radical DPPH) siguiendo el método propuesto por Oktay y col., 2002. Se 
preparó una solución etanólica (0,01 mmol/l) de radical DPPH. A 10 ml de esta solución se le 
adicionó 3 ml de los extractos. Luego de 30 minutos se registró la absorbancia a 517 nm.  
La actividad de secuestro de radicales libres se calculó con la siguiente ecuación:  
 
Actividad secuestrante (%) = Abs control – Abs muestra x 100 
                                  Abs control 
 
2.6.5 ANALISIS ESTADISTICO 
Las mediciones de la actividad antioxidante se realizaron por triplicado. Los datos fueron 
analizados por el análisis de la varianza (ANOVA). Las diferencias significativas entre medias se 




2.7 RESULTADOS  
2.7.1 RENDIMIENTO 
El rendimiento de los extractos fue el siguiente:  
 
Rendimiento 2.2.1=(126+126)/140=1.80 
Rendimiento 2.2.2= (126+253)/ 291= 379/291= 1.30 
Rendimiento 2.2.3= (126+63)/122=189/122= 1.55 
El de mayor rendimiento fue el 2.2.1, seguido del 2.2.3 y 2.2.2. 
2.7.2 CAPACIDAD DE SECUESTRO DE RADICALES LIBRES  
La capacidad de secuestro de los extractos se muestra en la tabla 1. 
Tabla 1: Capacidad de secuestro de radicales libres en distintas muestras de extracto acuoso de 
ajo 
EXTRACTO ACUOSO DE 
AJO 
DPPHº (% de secuestro) 
2.2.1 25b 
2.2.2 10 a 
2.2.3 61c 
 
El extracto con doble cantidad de ajo presentó un valor significativamente (p<0,05) mayor de % de 
secuestro radicales libres que los otros extractos. Ver anexo página 35. 
2.8 CONCLUSIONES 
De acuerdo al rendimiento y al secuestro de radicales libres de los extractos realizados se decidió 
seguir trabajando con el de doble cantidad de ajo, esperando que sea un extracto que actúe mejor 






EVALUACIÓN IN VITRO DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE, 
ANTIBACTERIANA Y ANTIMICÓTICA DEL ACEITE ESENCIAL DE 
ORÉGANO, EL EXTRACTO DE AJO Y SU COMBINACIÓN 
El uso de aceites esenciales como conservantes naturales cobra especial importancia en la 
industria alimenticia, ya que estos compuestos son reconocidos como seguros (GRAS) para ser 
usados en forma intencionada en alimentos. Los aceites esenciales de orégano y ajo constituyen 
una alternativa como potenciales agentes antioxidantes y antimicrobianos prolongando la vida útil 
de los alimentos. 
Existen numerosos estudios realizados donde se demuestra la eficacia de los aceites esenciales 
in vitro, siendo frecuentemente mucho mayor este efecto que cuando se los incorpora en los 
alimentos (Nychas y col., 2013). 
Con respecto a los aceites esenciales los más estudiados son los extractos del orégano, tomillo, 
romero, cilantro, cebolla y ajo. La efectividad de tales aceites se ha visto confirmada inhibiendo el 
crecimiento de diversos hongos y bacterias (Nychas, 1995). 
Se ha encontrado que los aceites esenciales de especies de orégano presentan actividad contra 
bacterias Gram negativas como Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, 
Yersinia enterocolítica y Enterobacter cloacae y contra Gram positivas como Staphylococcus 
epidermidis, Listeria monocytogenes y Bacillus subtilis (Aligiannis, 2001). 
Tienen además capacidad fungicida contra Cándida albicans, C. tropicalis, Torulopsis galbrata, 
Aspergillus níger, Geotrichum y Rhodotorula. 
En ajo, muchos de los trabajos realizados sobre la actividad antimicrobiana, hacen referencia a su 
acción sobre bacterias patógenas, mohos micotoxigénicos y microorganismos deteriorativos. La 
alicina presente en el ajo, se muestra como bactericida tanto contra Gram negativas y Gram 
positivas: Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Serratia, 
Shigella; impide el crecimiento de S. aureus, B.cereus aunque resulta ineficaz para C. botulinum 
(Beuchat y Golden, 1989). 
Con respecto a la capacidad antioxidante de los aceites esenciales y extractos de plantas, 
numerosos trabajos científicos avalan dichas propiedades in vitro. Lawrence, 2011 estudió la 
capacidad antioxidante del aceite esencial de ajo, Zimmermann, 2005, Amadio y col., 2006, 2011 
han demostrado dicho efecto en el aceite esencial de orégano, entre otros. 
3.1 MATERIALES Y MÉTODOS 
Se emplearon los aceites esenciales y extractos obtenidos en el Capítulo 2. 
3.1.1 ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA “IN VITRO” 
La determinación de la actividad antibacteriana se llevó a cabo en la Cátedra de Microbiología 
Agrícola e Industrial, de la Facultad de Ciencias Agrarias, por el método de difusión en agar 
(Ponce, 2008).  
El efecto inhibidor de los aceites esenciales y extractos obtenidos en el Capítulo 2 se determinó 
sobre bacterias patógenas transmitidas por alimentos, Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus 
aureus, Bacillus cereus, Salmonella y alterantes Lactobacillus plantarum, Enterococcus, 
Pseudomonas y Escherichia coli, pertenecientes a la Colección de Cultivos Microbianos de la 
Facultad de Ciencias Agrarias.  
Un cultivo activo de cada cepa, se sembró, por triplicado, en cajas de Petri con agar Infusión 
Cerebro Corazón. Se realizó, en forma estéril, pocillos de 4 mm de diámetro, en los cuales se les 
agregó 20 µl de cada extracto y se incubó el sistema a 37 ºC. Al cabo de 24 horas se midió el halo 
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de inhibición, con calibre, en milímetros. Según el diámetro las bacterias analizadas se agruparon, 
según Ponce (2008) en: no sensibles (d < 8 mm), sensibles (9 mm < d < 14 mm), muy sensibles 
(14  mm < d < 19 mm) y extremadamente sensibles (d > 20mm). 
3.1.2 ACTIVIDAD ANTIMICÓTICA “IN VITRO” 
Esta actividad se realizó en la Cátedra de Fitopatología de la Facultad de Ciencias Agrarias. 
Se aislaron previamente hongos que se hallan normalmente en la flora microbiana de la carne 
molida. Los ensayos se realizaron con  Alternaria sp. yThamnidium sp 
Se emplearon las siguientes técnicas: 
-Método del pozo de agar: Se trabajó con placas de Petri de 90 mm de diámetro, conteniendo 15 
ml de Agar papa glucosado (APG) a pH 5,5 como medio de cultivo, previamente esterilizado. Se 
sembró un disco de 5 mm, del hongo en activo crecimiento y en el otro extremo de la placa se 
realizó un hoyo de 5 mm de diámetro donde se colocaron 10 µl de los distintos compuestos a 
probar. Como testigo se utilizó agua destilada estéril. Las cajas se incubaron a 25± 2 °C y los 
ensayos se realizaron por triplicado.  
-Método de estriado en superficie: Se trabajó con placas de Petri de 90 mm de diámetro, 
conteniendo 15 ml de Agar papa glucosado (APG) a pH 5,5 como medio de cultivo, previamente 
esterilizado. Se sembró un disco del hongo de 5 mm en activo crecimiento y en el centro de la 
placa previo estriado de 10 µl de los distintos compuestos a probar. Como testigo se utilizó agua 
destilada estéril. Las cajas se incubaron a 25± 2 °C, y los ensayos se realizaron por triplicado.  
En ambos métodos, como datos se consideró el crecimiento miceliar diario hasta que el testigo 
cubriera la placa de Petri.   
3.1.3 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE “IN VITRO” 
Se midió la capacidad de secuestro de radicales libres. El secuestro de radicales libres se 
determinó en las muestras de extracto de ajo, usando 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (radical DPPH) 
siguiendo el método propuesto por Oktay y col., 2002. Se preparó una solución etanólica (0,01 
mmol/l) de radical DPPH. A 10 ml de esta solución se le adicionó 3 ml de los extractos. Luego de 
30 minutos se leyó la absorbancia a 517 nm.  
La actividad de secuestro de radicales libres se calculó con la siguiente ecuación:  
 
Actividad secuestrante (%) = Abs control – Abs muestra x 100 
                                    Abs control 
 
3.1.4 ANALISIS ESTADISTICO 
En el caso de la actividad antibacteriana, cada parámetro fue testeado por triplicado. Los 
resultados se expresan como medias ± DE analizados por el análisis de la varianza (ANOVA). 
La actividad antimicótica se realizó por triplicado y los datos fueron analizados por el ANOVA. Las 
diferencias significativas entre medias se realizaron por Tukey con un nivel de significancia 
α=0,05. 
Las mediciones de la actividad antioxidante se realizaron por triplicado.  
3.2 RESULTADOS 
3.2.1 ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA “IN VITRO” 




Tabla 2: Actividad antimicrobiana del aceite esencial de orégano AEO, del Extracto de ajo (EA) y 
su combinación (AEO+EA) 
 
Medias con letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas (P = 0.05). 
 
 
Tanto el AEO, el EA y su combinación, presentaron halos de inhibición frente a las bacterias 
patógenas Gram negativas (Salmonella, Campylobacter, Escherichia coli comensal y la O157:H7) 
y Gram positivas (Staphylococcus aureus, Enterococcus sp., Bacillus cereus y Lactobacillus). 
Pseudomonas fue calificada como no sensible para las tres variables ensayadas. Ver anexo 
página 36.  
El extracto de ajo y su combinación, actuaron especialmente contra Gram positivas. 
El aceite esencial de orégano mostró una actividad moderada para las cepas probadas, con zonas 
de inhibición menores a 18 mm. 
En general, las bacterias Gram positivas son más sensibles a la presencia de los extractos de 
especias y hierbas que las bacterias Gram negativas. Esto se debe, probablemente, a que las 
bacterias Gram-negativas poseen una membrana externa como parte de su pared celular, lo que 
restringe la difusión de compuestos hidrófobos a través de su lipopolisacárido de cubierta (Fei y 
col., 2011). 
El efecto de la mezcla de AEO y EA fue medido, comparando el área de inhibición experimental 
de la mezcla de extractos con el área teórica (calculada como la ½ de la zona de inhibición del 
AEO+ la ½ de la zona de inhibición del EA) (Kon y Rai, 2012). Se observa un efecto sinérgico para 
la mayoría de las bacterias, salvo para Lactobacillus y Pseudomonas que resultó ser antagónico. 
El mayor efecto sinergista se presentó en Bacillus cereus, aumentando un 42 % el halo de 
inhibición con respecto al teórico.  
3.2.2 ACTIVIDAD ANTIMICÓTICA “IN VITRO” 
Bajo las condiciones experimentales ensayadas, el aceite de orégano ejerció un efecto inhibidor 
del crecimiento miceliar de ambos hongos, mientras que con el extracto de ajo no se obtuvieron 
diferencias con el testigo.  
Con respecto al ajo existen numerosos estudios in vitro que demuestran la efectividad del ajo y 
sus derivados contra un amplio espectro de hongos como Candida, Trichophyton, Torulopsis, 
Rhodotorula, Cryptococcus, Aspergillus y Trichosporon (Corzo y col., 2007). Sin embargo López y 
col., 2002 reportaron escaso o nulo efecto del extracto de ajo sobre Penicillium olsonii y 
 
 no sensibles   muy sensibles 




Penicillium nalgiovense aislados de la superficie de embutidos fermentados. Algunos autores 
concluyen que la inhibición de hongos por extractos de ajo es dosis dependiente (Shams y col., 
2006) por lo que podemos decir que en las dosis ensayadas el extracto acuoso de ajo no resultó 
inhibidor de los hongos Alternaria sp.yThamnidium sp. 
3.2.3 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE “IN VITRO” 
La actividad antioxidante de la mezcla no se pudo medir debido a la formación de un precipitado. 
Estas precipitaciones bloquearon el camino óptico y causaron DPPH negativo al utilizar la fórmula 
(Liu y col., 2014).Staško y col., 2007 reportaron que al caracterizar antioxidantes con proporciones 
de agua de más de 60 % (v / v) parte del DPPH forma un precipitado sólido que impide la reacción 
con el antioxidante. 
Otra de las posibles causas es que al ser el ajo un alimento alcalino puede cambiar 
vigorosamente el pH de la reacción, produciendo resultados inesperados.  
3.3 CONCLUSIONES 
De acuerdo a los resultados, podemos ver que tanto EA como AEO  y su combinación, resultaron 
eficientes en la inhibición de bacterias patógenas y alterantes, excepto para el caso de 
Pseudomonas que no fue inhibida por ninguna de las variantes ensayadas. 
La combinación de EA y AEO tuvo un efecto sinérgico, aumentando el halo de inhibición, sobre 
algunas de las bacterias en estudio. Esto nos indica el posible uso de los extractos ensayados 
como antibacterianos en alimentos tanto en forma individual como cuando están combinados.  
En cuanto a poder antimicótico, el aceite esencial de orégano resultó efectivo, en cambio, el 
extracto de ajo no tuvo diferencia con el testigo. Este resultado indica que su agregado podría 
tener ningún o algún efecto positivo sobre la matriz a la que se agregue.  
La actividad antioxidante in vitro de la combinación de los extractos no pudo medirse, por lo tanto, 













EVALUACIÓN DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y 
ANTIMICROBIANA DE LA COMBINACIÓN DEL ACEITE ESENCIAL DE 
ORÉGANO Y EL EXTRACTO DE AJO EN HAMBURGUESAS DE CARNE 
VACUNA 
4.1 HAMBURGUESAS DE CARNE VACUNA REFRIGERADAS 
Según el Código Alimentario Argentino, Capítulo VI, artículo 330: Hamburguesa, es el producto 
elaborado con carne picada con el agregado de sal, glutamato de sodio y ácido ascórbico. Su 
contenido de grasa no podrá exceder del 20 %, definición a la que el producto debe ajustarse 
además de cumplir con cualquier otro requisito establecido para el grupo general al que pertenece 
(chacinado). Este tipo de alimentos son muy propensos a la oxidación lipídica por presentar en su 
composición tan alto contenido de grasa. 
La oxidación lipídica y la contaminación bacteriana son los principales factores que determinan la 
pérdida de calidad de los alimentos y la vida útil. Por lo tanto, lo que retrasa la oxidación de lípidos 
y la prevención de la contaminación cruzada bacteriana son altamente relevantes para los 
procesadores de alimentos.  
4.2 RANCIDEZ 
Este fenómeno es una modificación de la composición de la grasa que implica cambios en el 
sabor y en el olor, originada por transformaciones químicas provocadas por factores físicos o 
biológicos. 
La rancidez provoca el deterioro de grasas y aceites animales y vegetales. Se pueden clasificar en 
dos grandes grupos: rancidez biológica, lipólisis o rancidez hidrolítica; y rancidez oxidativa. 
La lipólisis o rancidez hidrolítica es producida por la acción de determinadas enzimas, por el 
calentamiento o  por las reacciones químicas que rompen el enlace éster de los lípidos. Entre las 
enzimas predominantes tenemos las fosfolipasas que atacan a los fosfolípidos, separando los 
ácidos grasos, las lipoxidasas que catalizan la oxidación de los carbonos insaturados de los 
ácidos grasos, las peroxidasas que transfieren oxígeno de los peróxidos al sustrato oxidable y 
éstos peróxidos formados sirven para oxidar nuevas moléculas de ácidos grasos insaturados 
siendo así una nueva fuente de enranciamiento. El efecto de los ácidos grasos libres sobre el olor 
y sabor depende de la longitud de las cadenas, generalmente, si son de catorce carbonos o 
menos se producen sabores y olores desagradables, en cambio los de más de doce carbonos 
solo alimentan la rancidez. 
La autooxidación o rancidez oxidativa es causada por la acción del oxígeno sobre los ácidos 
grasos insaturados. Esto se produce por un mecanismo de reacción en cadena por radicales 
libres que comprende tres fases: 
 
Iniciación:        In• + RH → InH + R• 
Propagación:   R• + O2 → ROO•  
                        ROO• + RH → R• + ROOH 
Terminación:   R• R• → RR  
                        ROO• + ROO• → ROOR + O2 
                        RO• + R• → ROR  
                        ROO• + R• → ROOR 
 
*In•: iniciador, RH: hidrocarburo insaturado, R•: radical libre, ROO•: radical peróxido, ROOH: hidroperóxido, ROO•: radicales de 
terminación, RR, ROR, ROOR: compuestos estables. 
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La primera etapa o iniciación es donde se forman los radicales libres. Está favorecida por la 
presencia de metales como hierro, níquel, cobalto, cobre, manganeso. La iniciación también se 
puede producir en lípidos que ya tengan radicales peróxidos, en estos casos se denomina 
iniciación secundaria. 
La segunda etapa o propagación, es donde los radicales libres reaccionan entre sí. Esta etapa 
incluye distintas reacciones que son rápidas porque los radicales libres son muy reactivos. Se 
produce una oxidación de lípidos insaturados a peróxidos y existe consumo de oxígeno gaseoso. 
Al principio se acumula peróxido pero luego termina por descender. Si el aporte de oxígeno es 
ilimitado se pueden oxidar todos los ácidos grasos insaturados. El aumento de peróxido favorece 
la iniciación ya que tienen una función catalizadora, y cada radical libre origina de 10 a 100 
moléculas de peróxidos. La descomposición de dichos peróxidos puede seguir distintos caminos 
que llevan a diferentes reacciones de propagación, terminando en hidrocarburos, aldehídos, 
ácidos de cadena más corta u otros radicales libres. 
La tercera etapa o terminación se produce paralelamente a las reacciones anteriores descriptas. 
Durante la misma, disminuye la cantidad de radicales libres. Dependiendo de la presión de 
oxígeno son las reacciones que se van a producir, pero ambas terminan en la formación de 
productos no radicales. 
Los principales factores que afectan la oxidación son: 
• Presencia de prooxidantes tales como metales, mioglobina, lipoxidasas o de antioxidantes que 
complejan metales 
• Actividad agua 
• Naturaleza y grado de dispersión de los lípidos( la superficie proteica los retarda y la glucídica los 
acelera) 
• Grado de isomería (los ácidos grasos trans son más resistentes que los cis) 
Existe un diferente comportamiento respecto al oxígeno y el tiempo, de acuerdo a las condiciones 
en que se encuentren los lípidos. Los lípidos puros tienen un corto o casi nulo período de 
inducción, tal vez por la presencia de metales en grasa de alimentos y de peróxidos, en cambio, 
los lípidos contenidos en alimentos tienen un prolongado período en el que la velocidad de 
consumo de oxígeno es constante. Esto determina que el enranciamiento aparezca más tarde en 
aquellos lípidos inmersos en una matriz alimentaria a diferencia de los puros. 
Los principales cambios que produce la oxidación en los alimentos son: 
• Disminución del índice de yodo 
• Aumento del índice de saponificación 
• Aumento de la viscosidad por incorporar oxígeno en las moléculas 
• Aumento de la densidad 
• Disminución del residuo insaponificable 
• Modificación del sabor y color 
4.3 ANTIOXIDANTES 
Los antioxidantes son sustancias que permiten retardar el comienzo o disminuir la oxidación de 
los lípidos. Existen cientos de compuestos tanto naturales como sintéticos con dichas 
propiedades, aunque para su empleo en alimentación deben ser seguros para la salud.  
Por su mecanismo de acción se clasifican en: 
Antioxidantes tipo I: son sustancias capaces de interrumpir la cadena de radicales cediendo un 
radical (H•) a un radical lipídico libre y quedando ellos en forma de radical. Como consecuencia 
disminuye el número de radicales libres, desciende la velocidad de oxidación y se prolonga el 
periodo de inducción. Los antioxidantes en forma de radical son estables y no reaccionan con los 
lípidos sino con otras moléculas similares, dando lugar a productos no radicales, o bien sufren una 
posterior oxidación, dando quinonas estables. Es necesario conocer la concentración del 
antioxidante en un alimento porque algunos ejercen una mayor protección cuanto mayor es su 
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concentración en el producto, pero otros tienen una concentración óptima por encima de la cual se 
comportan como agentes pro-oxidantes. 
 Las reacciones que se producen son las siguientes: 
AH +ROO• → A• + ROOH 
AH +R•→ A• + RH 
AH +RO• → A• + ROH 
El radical A• que se forma es relativamente estable y no reacciona con los lípidos. 
Se deben agregar en la etapa inicial durante el periodo de inducción, ya que si el contenido de 
peróxidos es relativamente elevado o si el alimento es rico en catalizadores metálicos, el efecto 
protector se anula. 
Los antioxidantes naturales generalmente pertenecen al grupo de las vitaminas, donde sobresalen 
la vitamina A (betacarotenos, licopeno y luteína), vitamina E, vitamina B6, vitamina C, ácido fólico 
y algunos minerales como el selenio. Algunas estructuras químicas se muestran en la figura 4. 
La presencia de sinergistas, sustancias que deben ser menos reactivas que el antioxidante y dar 








Figura 4. Estructura química de los antioxidantes naturales. 
Los antioxidantes sintéticos más comúnmente usados son los derivados orto y para de los 
compuestos fenólicos, porque dan radicales libres relativamente estables debido a la localización 
del electrón entre dos formas de resonancia. Por otra parte, el radical libre es tanto más estable 
cuanto más grande es el grupo sustituyente pero su acción antioxidante disminuye. 
Entre los más usados (figura 5) tenemos: 
-Galato de propilo (GP): tiene baja solubilidad pero es más soluble en agua que en grasas, es 
poco resistente al calor y da sales oscuras con hierro. 
-Butilhidroxianisol (BHA) y butilhidroxitolueno (BHT): son solubles en grasas, resisten al calor pero 
pueden dar olor desagradable y evaporan rápidamente. El BHT es más volátil que el BHA. Tienen 
efectos sinergistas si se usan combinados. 
-Terbutilhidroxiquinona (TBQH): es muy poco soluble en agua y soluble en etanol, acético y 
éteres. Es estable a altas temperaturas. No causa decoloración y no causa olor ni sabor al 
alimento que se agrega. 
VITAMINA 
E 





Figura 5. Estructura química de los antioxidantes sintéticos. 
Antioxidantes tipo II: impiden o disminuyen la formación de radicales libres. En general son 
compuestos que complejan los metales. Los más utilizados son agentes complejantes o quelantes 
de los metales, como el ácido cítrico que compleja iones hierro, el EDTA y las aminas que 
destruyen los peróxidos. Su acción depende del pH y la temperatura, parámetros que gobiernan la 
estabilidad de los complejos formados. Se incluyen en este grupo otras sustancias como 
cambiadores de iones, aminoácidos y fosfatos.  
Antioxidantes tipo III: son procedimientos físicos que protegen a los alimentos de la oxidación y 
que consisten en establecer las condiciones físicas, como reducir el contenido de oxígeno, 
humedad y temperatura. Para evitar el contacto del alimento con el oxígeno, se utiliza el envasado 
al vacío o en atmósferas modificadas en un material impermeable al oxígeno.  
En la práctica, lo más frecuente, es utilizar mezclas de antioxidantes tipo I y II así como aplicar un 
procedimiento físico que proteja al alimento del enranciamiento. 
La actividad antioxidante de los compuestos de los extractos en estudio, se atribuye 
principalmente a los constituyentes mayoritarios de los mismos, monoterpenos fenólicos en el 
caso del orégano y compuestos organosulfurados en el caso del ajo. Todos estos compuestos 
tienen la capacidad de actuar como antioxidantes por un mecanismo de captación de radicales 
libres (tipo I) y también a través de su conocida capacidad para quelar iones metálicos (tipo II). 
(Martín y col., 2002). 
4.4  ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN PRODUCTOS CÁRNICOS  
Los procesos oxidativos en la carne, la degradación de lípidos y proteínas, contribuyen al 
deterioro del flavor, la textura y el color de los productos cárnicos. Varios autores han postulado 
que en la carne y los productos cárnicos, los pigmentos y la oxidación de lípidos están 
relacionados entre sí. También se sabe que el oxígeno puede iniciar la peroxidación lipídica, lo 
que lleva a la formación de sustancias pro-oxidantes capaces de reaccionar con la oximioglobina 
(OMB) y que resulta en la formación de metamioglobina (MMB). La OMB podría ser oxidada no 
sólo por los radicales lipídicos, sino también por otros radicales pro-oxidantes generados por la 
presencia del oxígeno. Varios investigadores informaron que la susceptibilidad de la mioglobina a 
la autooxidación es el principal factor en la explicación de la estabilidad del color en la carne y los 
productos cárnicos. (Fernández y col., 2004) 
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4.5 ALTERACION MICROBIANA DE LA CARNE 
Las carnes son fácilmente alterables, sobre todo si están procesadas, pues tienen un pH entre 5,1 
y 5,6 adecuado para el desarrollo de la mayoría de los microorganismos, y un valor de actividad 
agua mayor que 0,85. El crecimiento de microorganismos en los productos cárnicos puede causar 
deterioro de los mismos o enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAS). 
Las hamburguesas al estar elaboradas en base a carne picada presentan los mismos problemas 
que la carne entera, pero agravados por la manipulación a la que se ve sometida, resultando, 
entre otras cosas, en una disminución del tiempo de conservación. 
El primer indicio de la alteración de la carne fresca es la producción de olores desagradables, que 
son perceptibles cuando la cantidad de microorganismos presentes alcanza 1.107 ufc/cm2. 
(Escalante y col., 2008) 
Para aumentar el período de vida útil de la carne, además de la refrigeración, se recurre al uso de 
aditivos sintéticos o naturales. Tal como se mencionó anteriormente, la preocupación por parte de 
los consumidores son los posibles efectos tóxicos y cancerígenos de los mismos, llevando con 
esto a un aumento en la demanda de los aditivos naturales para su uso en la preservación de 
alimentos. 
El desarrollo y la aplicación de productos naturales con actividades antibacterianas en los 
productos cárnicos, pueden ser necesarios y útiles para aumentar la vida útil de almacenamiento y 
el potencial para la prevención de enfermedades alimentarias. 
Diversos autores han determinado el uso de aceites esenciales con dicho efecto antimicrobiano 
en productos cárneos. Fernández López  y col,.2004 ,comprobaron el efecto de extractos de 
romero, ajo y cítricos en hamburguesas de carne vacuna, Sallam y col., 2004, investigaron sobre 
el efecto del ajo, fresco, en polvo y aceite de ajo, en salchichas de pollo, Chen y col., 1996 
estudiaron el efecto de distintas fuentes naturales tales como granos, semillas oleaginosas, 
especias, frutas y verduras para la aplicación en carnes. 
4.6 EVALUACION ORGANOLEPTICA DE LA CARNE 
La percepción sensorial desempeña un papel decisivo en la caracterización y evaluación de 
alimentos ya que en este caso no solamente intervienen los cinco sentidos sino que también 
interviene el factor afectivo. Es necesario por lo tanto, medir y regular las sensaciones definiendo 
umbrales, estableciendo pruebas y escalas y recurriendo al tratamiento estadístico para 
interpretar el significado de los datos. 
Se dice entonces que la evaluación sensorial es una disciplina científica utilizada para evocar, 
medir, analizar e interpretar las reacciones humanas aquellas características de los alimentos y 
materiales que son percibidos a través de los sentidos de la vista, oído olfato, gusto y tacto. 
Existen varias pruebas de análisis sensorial y cada una responde a objetivos determinados. Las 
pruebas que se pueden aplicar se dividen en dos grandes grupos, estos son: las pruebas 
analíticas, en donde se evalúan características sensoriales o la calidad de los alimentos, es decir, 
sus diferencias o clasificación; y las pruebas afectivas que evalúan la respuesta por los 
consumidores tales como reacción, preferencia o aceptación (Medina, 2012). 
Dentro de las pruebas sensoriales afectivas tenemos dos grandes ramas: Las pruebas de 
preferencia  y las de aceptabilidad.  
Las pruebas de preferencia se utilizan para medir el interés o preferencia por un producto nuevo o 
compararlo con otro similar. Las que se usan frecuentemente son las de comparación pareada, de 
ordenamiento o ranking de preferencia y las de comparación múltiple. En este tipo de prueba se 
busca responder a la pregunta: ¿Qué muestra prefiere? 
Las pruebas de aceptabilidad se usan cuando se desea cuantificar la magnitud del grado de 
aceptación de un alimento, señalando cuánto le agrada o desagrada el producto. Las escalas 
usadas son hedónicas y pueden ser verbales o descriptivas, numéricas o mixtas. Además existen 
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escalas estructuradas o no estructuradas. Las pruebas hedónicas de escala estructurada son 
aquellas que se les marcan varios puntos siguiendo una escala de gusto o desagrado, una escala 
de 4 puntos sería: me gusta mucho, me gusta, ni me gusta ni me disgusta, me disgusta mucho. 
Las de escala no estructurada son aquellas en donde se opta por una opción o la otra, por 
ejemplo: me gusta o no me gusta. 
El número de jueces necesarios para que una prueba sensorial sea válida depende del tipo de 
juez que vaya a ser empleado. Existen cuatro tipos de jueces: el juez experto, juez entrenado, 
juez semientrenado o de laboratorio y el juez consumidor. (Quintero y col., 2014). Para las 
pruebas de aceptabilidad se requieren consumidores, siendo el número de jueces que se 
recomienda emplear mayor a 80 (Costell y Durán, 1981), generalmente entre 100 y 150, teniendo 
en cuenta que  a mayor cantidad de jueces, la población se ve mejor representada. Pueden 
utilizarse de 25 a 30 jueces sólo si el resultado es a nivel de laboratorio (Espinosa 2007). Distintos 
artículos científicos avalan esta postura: Fernandez  y col., 2004 trabajaron con 30 consumidores, 
Anular y col., 2006 emplearon 32 jueces, Gonzalez y col., 2008 utilizaron entre 40 y 50 personas y 
Cánovas y col., 2007 unos 42 consumidores. 
En la actualidad, la industria cuenta con herramientas confiables, como la evaluación por métodos 
sensoriales e instrumentales, que le permiten predecir, caracterizar y controlar la calidad 
organoléptica de sus productos. Las evaluaciones por métodos instrumentales permiten 
caracterizar en los alimento el aroma, terneza, color y textura; atributos que influyen sobre la 
decisión del consumidor en el momento de elegir un producto. 
Un atributo sensorial en carne es el color ya que ayuda a inferir en su calidad, causando cierto 
rechazo por parte del consumidor, al percibir cambios o anomalías en su coloración. Sin embargo, 
cada consumidor describe el color de un producto de modo distinto, dando como resultado una 
amplia subjetividad. Por ello y a fin de promover una comunicación objetiva es imprescindible 
contar con un sistema de medición de color como el colorímetro o el espectrofotómetro. 
El sistema de medición  CIE L*a*b* (CIELAB)  utilizado, es un modelo cromático que se usa para 
describir todos los colores que puede percibir el ojo humano. Los tres parámetros en el modelo, 
representan la luminosidad de color L* (claro: L*=100 u oscuro L*:=0); y la orientación del color 
indicado con letras a* (tendencia del color rojo o positivo al verde o negativo) y b* (tendencia del 
color amarillo o positivo al azul o negativo) (Sitio oficial CIELAB, 2016). 
4.7 MATERIALES Y MÉTODOS 
4.7.1 DETERMINACIÓN DE LA DOSIS MÁXIMA DEL USO COMBINADO DE 
ACEITE ESENCIAL DE ORÉGANO Y EXTRACTO DE AJO  
El ensayo fue diseñado en dos etapas: la primera consistió en ajustar la dosis máxima de la 
combinación de  AEO y EA  con panelistas expertos. Esta información fue empleada para 
diagramar la etapa posterior en donde se incorporó la dosis elegida a las hamburguesas para 
evaluar la aceptación por parte de los consumidores. 
Primera etapa: 
Para conocer la concentración sensorialmente aceptada, se llevaron a cabo 5 sesiones con un 
panel de jueces expertos, en las que los resultados de cada una de ellas fueron empleados para 
el diseño de la siguiente. Se realizaron pruebas de aceptación mediante escala hedónica verbal. 
Para la elaboración de las hamburguesas se usó carne molida especial, sal (1 %) y 
concentraciones variables de aceite esencial de orégano (100 a 300 ppm) y extracto de ajo (1 a 5 
ml). Una vez homogeneizada la masa de carne, se formaron hamburguesas de 50 gramos cada 
una y se cocinaron en horno eléctrico hasta alcanzar los 75 °C en el centro geométrico del 
medallón de carne. Las muestras fueron presentadas a los jueces en trozos y calientes. Se usó 




De la etapa anterior, se decidió por consenso que la mejor combinación era la de 150 mg.kg-1 de 
AEO y 8 % de EA, habiendo discrepancias con respecto al porcentaje de sal a incorporar. Por lo 
que para la evaluación con consumidores se ensayaron dos concentraciones de ClNa (0,5 y 1 %). 
Se realizó, una sesión con 40 consumidores, utilizando una escala hedónica de 5 puntos y una de 
ordenamiento por preferencia, comparando con una muestra testigo (sólo sal). Ver anexo página 
37.  
4.7.2 ESTUDIO DE CARACTERÍSTICAS FÍSICO-QUÍMICAS y 
MICROBIOLÓGICAS EN HAMBURGUESAS 
Para realizar estos estudios se trabajó con hamburguesas, usando para su elaboración carne 
vacuna molida, comprada en un comercio, adicionada de 1 % de sal. Se homogeneizó por 
amasado y se formaron 5 lotes; al primero se le adicionó 150 mg.kg-1 de AEO, al segundo 8 % de 
EA, al tercero la combinación de 150 mg.kg-1 de AEO y 8 % de EA, al cuarto 200 mg.kg-1 del 
antioxidante sintético: TBHQ y el quinto se utilizó como control (sin ningún agregado). Se 
elaboraron hamburguesas de 50 gramos cada una, se cubrieron individualmente en film de PVC y 
se almacenaron crudas a 4 °C, durante 9 días. Las muestras se analizaron, por triplicado, al 
tiempo 0 y a los 3, 6 y 9 días de refrigeración. 
4.7.2.1 Determinación de pH 
Se homogeneizaron muestras de 10 g con 50 ml de agua destilada. El pH se midió utilizando  un 
peachímetro marca ARADEL MOD 2P. 
4.7.2.2 Determinación de la actividad antioxidante usando el método de las especies 
reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARs) 
Se empleó el método de Lee y col. (1998) el cual consiste en una reacción entre el malonaldehido 
presente en la muestra y el TBA para dar un compuesto coloreado medible 
espectrofotométricamente a 532 nm. Se partió de 1,0 g de muestra previamente homogeneizada y 
se incorporó 2,5 ml de una solución (mezcla de: 0,375 % (m/v) TBA –15% (m/v) tricloroacético 
(TCA) – 0,25N HCl). Se calentó durante 10 min a 95-100 °C para desarrollar el color rosado. Se 
enfrió y centrifugó durante 25 min a 3500 rpm. El sobrenadante se leyó en espectrofotómetro 
Hach DR/2010. El TBARs se calculó de una curva estándar realizada con 1,1,3,3 
tetraetoxipropano (TEP). Los resultados se expresaron como mg de malonaldheido (MDA) kg-1 de 
muestra. 
4.7.2.3 Determinación de color 
El color de la superficie de las hamburguesas fue medido con un colorímetro Minolta CR 400 
(Minolta Co., Osaka, Japan) con iluminante D65 y observador estandar 10°. Se utilizó un cabezal 
de lectura de 8 mm. Para cada muestra se tomó la media de ocho mediciones realizadas sobre la 
superficie. Se empleó la escala de CIELAB para la evaluación de los parámetros de color. El color 
fue descripto por las siguientes coordenadas: luminosidad (L*), intensidad del color rojo (a* ± rojo-
verde) y la intensidad del color amarillo (b* ± amarillo-azul). 
4.7.2.4 Análisis microbiológico 
A partir de 25 g de muestra se realizaron diluciones decimales en agua peptonada al 0,1 % y se 
llevaron a cabo los siguientes análisis microbiológicos de las hamburguesas:  
Coliformes totales: se empleó la técnica del Número Más Probable (NMP), con series de 3 tubos 
por dilución. Se sembró 1 ml de las diluciones 1.10-1, 1.10-2 y 1.10-3 en caldo MacConkey con 
campana de Durham. Se incubó a 35 ºC por 24 a 48 hs. 
Coliformes termotolerantes: se utilizó la técnica del Número Más Probable (NMP). Se sembró una 
ansada de cada tubo positivo de Coliformes totales, en caldo verde brillante bilis, con campana de 
Durham y se incubó a 44,5 ºC por 24 a 48 hs. 
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E. coli: a partir de los tubos positivos de coliformes termotolerantes se aisló en Agar Eosina Azul 
de Metileno e incubó 24 a 48 horas a 37 ºC. Para la identificación de este microorganismo, a las 
colonias típicas de Escherichia coli, se les realizó las pruebas IMViC (Indol, Rojo de Metilo, Voges-
Proskauer y Citrato).  
Levaduras y mohos: se sembró por el método pour plate, en Agar Levaduras y Mohos, 1 ml de las 
diluciones 1.10-1, 1.10-2 y 1.10-3  y se incubó a 30 ºC por 24 a 48hs. 
Bacterias psicrofilas: se sembró por el método pour plate, 1 ml de las diluciones 1.10-4, 1.10-5 y 
1.10-6 en agar para recuento en placa. Se incubó a 15 ºC por 48 hs. 
4.7.2.5Análisis estadístico  
Los resultados de las pruebas sensoriales de preferencia fueron analizados mediante la prueba no 
paramétrica por rangos de Friedman para variables cualitativas discretas siendo el modelo 
matemático el siguiente:  
 
X r2 = Estadístico de Friedman 
B = Número de bloques 
K = Número de tratamientos 
Ti = Suma de rango 
Los resultados de las pruebas fueron ingresados en una computadora y analizados por medio del 
software Infostat. 
Para todas las mediciones analíticas se obtuvieron las medias  y las desviaciones de tres 
mediciones. El estudio del efecto de la adición de la combinación de AEO y EA sobre la 
conservación, fue realizado siguiendo un experimento factorial con dos factores (tratamiento y 
tiempo de conservación) y un diseño completamente aleatorizado. La prueba de ANOVA fue 
utilizada para evaluar el efecto de los tratamientos (A) y la conservación (B) y la interacción entre 
ellos sobre los atributos de calidad, usando el software Statgraphics Centurion. La diferencia entre 
la media de los valores de los diferentes tratamientos y el período de almacenamiento fue 
determinada por la prueba de Tukey y la significancia estadística fue definida como p<0,05. 
4.8 RESULTADOS 
4.8.1 DETERMINACIÓN DE LA DOSIS MÁXIMA DEL USO COMBINADO DE 
ACEITE ESENCIAL DE ORÉGANO Y EXTRACTO DE AJO  
Los resultados de la distribución porcentual de la prueba de ordenamiento y escala hedónica se 





Figura 6: Ordenamiento por preferencia. 
 
 
Figura 7: Escala hedónica. 
 
Para el análisis de los resultados de la prueba de ordenamiento, se asignó con el valor 1 a la 
muestra preferida y el valor 3 al último en el orden de preferencia. La prueba de Friedman arrojó 
valores medios de 1,78 a 1,85 indicando un buen nivel de aceptación.  
Los consumidores prefieren las muestras sin orégano o con AEO pero siempre con 1 % de sal. 
Las muestras con poca sal (0,5 %) fueron ordenadas preferentemente en tercer lugar. 
Con respecto a la escala hedónica se le asignó el valor 5 a la opción “me gusta mucho” y 1 a la 
“me disgusta mucho”.  
Al aplicar la prueba de Friedman no se encontraron diferencias significativas entre la muestra 
testigo y la que contenía 150 mg.kg-1 de AEO, 8 % del EA y 1 % de sal, por lo tanto se decidió 
seguir trabajando con estas concentraciones. Ver anexo página 38. 
4.8.2 ESTUDIO DE CARACTERÍSTICAS FÍSICO-QUÍMICAS y 
MICROBIOLÓGICAS EN HAMBURGUESAS 
4.8.2.1 pH  
El análisis de la varianza para los datos de pH, indica que los valores de pH fueron 
significativamente (p<0,05) afectados por los tratamientos aplicados y por el período de 
almacenamiento y su interacción. Ver anexo página 39. 
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Todos los tratamientos presentaron valores de pH significativamente menores al testigo luego del 
día 0 (fig. 8). 
 
 
Figura 8: Evolución del pH de hamburguesas almacenadas a 4 °C. 
El valor de pH sube hasta el día 6 y luego se mantiene sin diferencias significativas para todos los 
tratamientos excepto los que contienen EA que disminuyen. 
El pH de la carne puede estar influenciado por la presencia de bacterias y puede reflejar la 
existencia de Gram positivas o negativas. Los  ácidos orgánicos son producidos por las bacterias 
Gram positivas, haciendo disminuir el pH, mientras que las aminas producidas por las Gram 
negativas lo hacen subir (Wong y Kitts, 2002). El moderado descenso producido en las 
hamburguesas con EA sugiere que han actuado más las bacterias Gram positivas generando 
ácido láctico por fermentación. 
El incremento del pH en el resto de los tratamientos podría atribuirse a la presencia de 
microorganismos alterantes en las hamburguesas de carne (Gill, 1983; Goddard y col., 1996; 
Masniyom y col, 2002). Tanto las bacterias como los hongos pueden secretar sustancias que 
incrementan el pH, por lo tanto su presencia lo aumenta a través del tiempo. Algunos autores 
estiman que el incremento en el pH refleja el grado de deterioro de la carne debido a la 
descomposición proteica con la consecuente formación de aminoácidos libres, predominando 
amoniaco y aminas, de reacción alcalina (Nurul, 2010).  
4.8.2.2 Actividad antioxidante  
La capacidad antioxidante del AEO, EA y su combinación en hamburguesas se evaluó midiendo el 
aldehído malónico (MDA) por el método del Ácido tiobarbitúrico (TBARs), según Lee y col., 1998. 




Figura 9: Evolución del TBARs en hamburguesas almacenadas a 4 °C. 
Si bien no existen valores legislados, algunos autores han sugerido como límite, un rango de 
valores comprendido entre 0,5 y 1 mg MDA.kg-1 en carne de cerdo, ya que con ese nivel sería 
detectado sensorialmente por panelistas (Tardlagis y col., 1960; Limbo y col., 2010). Campo y col., 
2006, informaron que un valor de alrededor de 2,0 mg MDA.kg-1 de TBARs se puede considerar 
como límite umbral para la aceptabilidad de la carne oxidada. Por lo tanto los valores evaluados 
estarían dentro del parámetro de aceptación de los consumidores. 
El análisis de la varianza para los datos de TBARs, indican que los valores fueron 
significativamente (p<0,05) afectados por el período de almacenamiento, por los tratamientos 
aplicados, y por la interacción entre ambos. Ver anexo página 40. 
La rancidez oxidativa en la muestra control aumenta con el tiempo, mientras que las muestras que 
contenían TBHQ y AEO fueron significativamente menores en todos los días de almacenamiento y 
no mostraron diferencias significativas entre ellas. Por lo que el AEO mostró un efecto 
antioxidante tan eficaz como uno sintético.  
Un resultado interesante se observó en este estudio, ya que tanto el extracto acuoso de ajo como 
su combinación con AEO actuaron como potentes prooxidantes. Los valores de TBARs fueron, en 
ambas, significativamente más altos que la muestras control. Al combinar el EA con el AEO se 
redujo significativamente el valor de TBARs sobre todo a partir del día 3. El mismo efecto 
prooxidante producido por distintas preparaciones de ajo se ha descripto anteriormente (Park y 
Chin, 2014; Wong y Kitts, 2002; Borek, 2001; Sun y col., 2000; Gazzani y col., 1998). Sin 
embargo, en la mayoría de la bibliografía, el ajo se menciona como inhibidor de la peroxidación 
lipídica en diversos productos cárnicos (Sallam y col., 2004, Yin y Cheng, 2003).  
Respecto al efecto prooxidante, Nieto y col., 2012, indican que podría deberse a las propiedades 
reductoras de los constituyentes del ajo que mantienen el hierro hemo en la forma ferrosa en la 
reacción de Fenton y por lo tanto, la descomposición del peróxido de hidrógeno a radicales 
hidroxilo catalizaría la oxidación lipídica. Estos mismos autores indican que el efecto anti o 
prooxidante dependió de la dosis empleada, actuando como prooxidante cuando la concentración 

























Coordenada L* (Valores de luminosidad-claridad): el análisis de la varianza para los datos de L* 
indica que los valores fueron significativamente (p<0,05) afectados por el período de 
almacenamiento. Ver anexo página 41. 
Como se observa en la figura 10, en el día 3 todos los tratamientos disminuyen su luminosidad y 
luego aumentan progresivamente. 
Tanto el agregado de antioxidantes como el de extractos no modificó significativamente el valor de 
L*. 
 
Figura 10: Evolución de L* en hamburguesas almacenadas a 4 °C. 
 
Coordenada a* (Valores del color que va de rojo a verde): el análisis de la varianza para los datos 
de a* indica que los valores fueron significativamente (p< 0,05) afectados por el período de 
almacenamiento, por los tratamientos aplicados, y por la interacción entre ambos. Ver anexo 
página 42. 
En la figura 11 se observa que las muestras con EA y su combinación con AEO disminuyen 
significativamente el color rojo con respecto a las hamburguesas control, desde el primer día, 




Figura 11: Evolución de a* en hamburguesas almacenadas a 4 °C. 
 
En general, la componente rojo-verde (a*) del color está relacionada con la presencia de 
pigmentos en el alimento, dependiendo en los alimentos cárneos fundamentalmente de los 
hemopigmentos (Mb y Hb) y de carotenoides que han sido incorporados en la dieta (cantaxantina, 
astaxantina, etc.) (Pérez y col., 2004). La relación entre la rancidez y los cambios de color ha sido 
descripta previamente por otros autores, indicando que la oxidación lipídica promueve la oxidación 
de la oximioglobina a metabioglobina y la consecuente decoloración del producto (Jeremiah, 2001; 
Fernández y col., 2004; Yu y col., 2002).  Otros autores indican que el proceso es al revés, siendo 
la oxidación de los pigmentos los que catalizan la oxidación lipídica. (Gatellier y col., 2001; 
O’Grady y col., 2001; Baron y col., 2002). 
Por lo que podemos inferir que la lectura más baja de a* para las hamburguesas con EA y 
combinadas con AEO han sido influenciadas tanto por su composición como por el efecto 
prooxidante que presentan. 
Coordenada b* (Valores del color que va del amarillo al azul): el análisis de la varianza para los 
datos de b* indica que los valores fueron significativamente (p<0,05) afectados por el período de 






Figura 12. Evolución de b* en hamburguesas almacenadas a 4ºC. 
Se puede observar en la figura 12 que todos los tratamientos hacen disminuir el valor de b* el día 
3, lo cual evidencia que existió una pérdida de los componentes amarillos. 
Las hamburguesas con EA y su combinación con AEO presentaron los valores más altos para el 
día 6 y 9. 
La coordenada b* depende de los diferentes estados en que el pigmento mioglobina se encuentra 
(OMb y MetMb) (Pérez y col., 1998), por lo tanto se manifiesta en todas las muestras la formación 
de MetMb (color marrón) a expensas de la pérdida de OMb (color rojo brillante), siendo más 
intenso en las muestras que contenían EA y su combinación con AEO, evidenciando nuevamente 
su efecto prooxidante. 
4.8.2.4 Coliformes totales 
El análisis de la varianza para coliformes dio significativo para los días de almacenamiento 
(p<0,05). Ver anexo página 44. 
En la figura 13 se puede observar un efecto antimicrobiano similar para todos los tratamientos, 
disminuyendo el recuento de coliformes totales en el día 6. El menor valor para el día 9 se dio en 
la muestra con el tratamiento combinado, seguido de la muestra que contenía EA. Esta variación 






Figura 13: Recuento de coliformes totales en hamburguesas almacenadas a 4°C. 
La disminución de la población de coliformes confirma la formación de ácido orgánico causado por 
el metabolismo bacteriano y la consecuente disminución del pH (Lee y col., 2009).  
4.8.2.5 Coliformes fecales y E. coli 
El análisis de la varianza tanto para coliformes fecales como para E. coli dio significativo para los 
días de almacenamiento (p<0,05). Ver anexo página 45. 
Todas las muestras presentaron un recuento entre <3 y 4 NMP/g para el día 0, excepto la que 
contenía AEO (negativo). Los días siguientes el recuento dio negativo.  
En la carne triturada o picada, según el criterio complementario del Artículo 255 del CAA 
(SAGPyA, 2010), se  establece que el Recuento de Escherichia coli g para n=5 c=2 deberá ser 
m=100 M=500 y el criterio obligatorio fija ausencia de Escherichia coli O157:H7/NM en 65 g  de 
producto para n=5 c=0.  
La presencia de estos microorganismos indicaría contaminación con materia fecal. Esto se debe a 
inadecuadas técnicas de matanza, superficies en contacto con la carne contaminada con 
excrementos y/o inadecuado manejo de la carne por los manipuladores (Nel y col., 2004). En 
muchos productos crudos de origen animal, bajos recuentos de E. coli pueden ser esperados 
dada la asociación cercana de estos alimentos con el ambiente animal y por la probabilidad de la 
contaminación de las carcasas, reses, etc. con materia fecal animal durante la faena. Con 
respecto a Escherichia coli O157:H7 dado que es un patógeno con baja dosis infectiva el CAA no 
debe estar presente en carne picada. 
4.8.2.6 Levaduras y hongos 
El análisis de la varianza para los datos de levaduras y hongos, indica que los recuentos fueron 
significativamente (p<0,05) afectados por los tratamientos aplicados y por el período de 
almacenamiento. Ver anexo página 46. 
Como se observa en la figura 14, el recuento de levaduras y hongos aumenta significativamente 























Las muestras que contenían EA solo o combinado presentaron recuentos significativamente más 
bajos que las hamburguesas con TBHQ. Sin embargo no se diferenciaron del resto de los 
tratamientos, por lo tanto no habría un efecto sinérgico. 
 
Figura 14: Recuento de levaduras y hongos en hamburguesas almacenadas a 4 °C. 
4.8.2.7 Bacterias psicrófilas 
El análisis de la varianza dio significativo para el tratamiento y el tiempo (p<0,05). 
El efecto de los conservantes sobre las bacterias psicrófilas, durante el tiempo de conservación se 
muestra en la figura 15. Ver anexo página 47. 
 
Figura 15: Recuento de bacterias psicrótrofas en hamburguesas almacenadas a 4 °C. 
Se observa un aumento progresivo en el número de bacterias psicrófilas, desde el tiempo 0 hasta 
los 9 días de conservación analizados. El agregado de AEO no disminuyó el recuento respecto al 
control. Iguales resultados fueron reportados por Amadio, C., 2013 cuando se adicionaron 300 mg 
kg-1. Sin embargo las muestras que contenían EA sólo o combinado redujeron el crecimiento de 
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psicrófilas hasta el  día 6. No se observaron diferencias significativas entre ellos por lo tanto no 
existe un efecto sinérgico al usar ambos extractos combinados. 
La alteración bacteriana de la carne refrigerada presenta olores anómalos, normalmente 
desagradables, cuando la tasa bacteriana llega a un valor de alrededor de 7 log ufc.g-1 (Kanatt y 
col., 2013). 
Teniendo en cuenta estos valores y los resultados obtenidos se puede decir que el agregado de 
150 mg.kg-1 de AEO puede mantener su vida útil microbiológica a 4 °C hasta después del día 3 y 
se diferencia de las muestras testigo por el recuento de psicrófilas que se alteran antes de los tres 
días, mientras que el uso de AE al 8 % y su combinación con AEO permiten aumentar la vida útil 
microbiológica de las hamburguesas hasta el día 6.  
4.9 CONCLUSIONES 
El agregado de EA a las hamburguesas produce un descenso del valor de pH a partir del día 6, 
indicando una posible proliferación de microbiota Gram positiva. 
El efecto antioxidante tanto del extracto acuoso de ajo como su combinación con AEO no pudo 
demostrarse ya que ambos actuaron como potentes prooxidantes. Los valores de TBARs fueron, 
en ambas, significativamente más altos que la muestras control. 
Las muestras con EA y su combinación con AEO disminuyen significativamente el color rojo (a*) 
con respecto a las hamburguesas control desde el primer día, tornándose marrones a partir del 
día 3, evidenciando el efecto oxidante del EA. 
Se comprobó el efecto antimcrobiano del EA en las concentraciones estudiadas, ya que el 
crecimiento de levaduras y hongos fue menor con la adición de EA solo o combinado con AEO. 
Con respecto a las bacterias psicrófilas el uso de EA y combinado con AEO resultó efectivo, 





















El efecto antimicrobiano in vitro del AEO, EA y su combinación quedó demostrado frente a ocho 
bacterias diferentes, entre ellas bacterias patógenas, Gram negativas y Gram positivas. La 
combinación de EA y AEO fue más efectiva en cuanto a la inhibición de dichas bacterias. 
Con respecto a la actividad in vitro antifúngica, el EA no evidenció efecto, solo el AEO resultó 
efectivo. 
La capacidad antioxidante in vitro de la combinación de AEO y EA no pudo medirse en las 
muestras presentadas, por la formación de un precipitado que impidió la lectura. 
El parámetro de calidad elegido para valorar el deterioro oxidativo de alimentos fue la prueba de 
TBARs. Como resultado se pudo concluir que el uso de EA y su combinación con AEO en 
hamburguesas actúan como prooxidantes. 
En las hamburguesas con EA (solo o combinado con AEO) hubo un descenso moderado del pH, 
lo que podría retardar el desarrollo de microorganismos alterantes.  
La adición de EA afectó el color respecto al testigo y a las muestras que contenían sólo AEO. Los 
valores de L* no se vieron afectados por el tratamiento, pero tanto a* como b* sufrieron 
modificaciones indicando un amarronamiento en las hamburguesas que contenían ajo. Esto está 
íntimamente relacionado con el efecto prooxidante del extracto. 
El EA sólo y combinado con AEO, en las hamburguesas de carne vacuna, presentó los recuentos 
de coliformes totales menores para el último día de almacenamiento. Con respecto a levaduras y 
mohos presentó un efecto inhibidor mayor que el TBHQ. En cuanto a bacterias psicrófilas, el EA 
solo o combinado con AEO, redujo el recuento en el período de tiempo ensayado.  
Por lo expuesto, se pudo alcanzar parcialmente la hipótesis planteada: 
El uso combinado de aceite esencial de orégano y extracto de ajo permite aumentar la vida útil de 
las hamburguesas de carne vacuna refrigeradas ya que su empleo como aditivo de origen natural 
permite prolongar la vida útil de hamburguesas en relación a su actividad antimicrobiana, pero a 




























Tabla 3: Prueba de ADEVA correspondiente al porcentaje de secuestro de radicales libres según 




Tabla 4: Prueba de Tukey correspondiente al porcentaje de secuestro de radicales libres según el 
extracto de ajo. 
 
  
Analysis of Variance for porcentaje de secuestro - Type III Sums of Squares
--------------------------------------------------------------------------------
Source                Sum of Squares     Df    Mean Square    F-Ratio    P-Value
--------------------------------------------------------------------------------
MAIN EFFECTS
 A:extracto                   4122,0      2         2061,0    2061,00     0,0000
RESIDUAL                         6,0      6            1,0
--------------------------------------------------------------------------------
TOTAL (CORRECTED)             4128,0      8
--------------------------------------------------------------------------------
All F-ratios are based on the residual mean square error.
The StatAdvisor
---------------
   The ANOVA table decomposes the variability of porcentaje de
secuestro into contributions due to various factors.  Since Type III
sums of squares (the default) have been chosen, the contribution of
each factor is measured having removed the effects of all other
factors.  The P-values test the statistical significance of each of
the factors.  Since one P-value is less than 0,05, this factor has a
statistically significant effect on porcentaje de secuestro at the
95,0% confidence level.  
Multiple Range Tests for porcentaje de secuestro by extracto
--------------------------------------------------------------------------------
Method: 95,0 percent Tukey HSD
extracto       Count     LS Mean           Homogeneous Groups
--------------------------------------------------------------------------------
2              3         10,0              X  
1              3         25,0               X 
3              3         61,0                X
--------------------------------------------------------------------------------
Contrast                                 Difference           +/-  Limits
--------------------------------------------------------------------------------
1 - 2                                   *15,0                 2,50525           
1 - 3                                   *-36,0                2,50525           
2 - 3                                   *-51,0                2,50525           
--------------------------------------------------------------------------------
* denotes a statistically significant difference.
The StatAdvisor
---------------
   This table applies a multiple comparison procedure to determine
which means are significantly different from which others.  The bottom
half of the output shows the estimated difference between each pair of
means.  An asterisk has been placed next to 3 pairs, indicating that
these pairs show statistically significant differences at the 95,0%
confidence level.  At the top of the page, 3 homogenous groups are
identified using columns of X's.  Within each column, the levels
containing X's form a group of means within which there are no
statistically significant differences.  The method currently being
used to discriminate among the means is Tukey's honestly significant
difference (HSD) procedure.  With this method, there is a 5,0% risk of
calling one or more pairs significantly different when their actual
difference equals 0.  
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Tabla 5: Prueba de ADEVA correspondiente al efecto antibacteriano in vitro del AE, AEO y su 

















Analysis of Variance for inhibicion - Type III Sums of Squares
--------------------------------------------------------------------------------
Source                Sum of Squares     Df    Mean Square    F-Ratio    P-Value
--------------------------------------------------------------------------------
MAIN EFFECTS
 A:extracto                  663,432      2        331,716     127,95     0,0000
 B:microorganismo            3086,84      8        385,855     148,83     0,0000
INTERACTIONS
 AB                           544,79     16        34,0494      13,13     0,0000
RESIDUAL                       140,0     54        2,59259
--------------------------------------------------------------------------------
TOTAL (CORRECTED)            4435,06     80
--------------------------------------------------------------------------------
All F-ratios are based on the residual mean square error.
The St tAdvisor
---------------
   The ANOVA table decomposes the variability of inhibicion into
contributions due to various factors.  Since Type III sums of squares
(the default) have been chosen, the contribution of each factor is
measured having removed the effects of all other factors.  The
P-values test the statistical significance of each of the factors. 
Since 3 P-values are less than 0,05, these factors have a
statistically significant effect on inhibicion at the 95,0% confidence
level.  
Multiple Range Tests f r inhibicion by extract
--------------------------------------------------------------------------------
M thod: 95,0 perc nt Tukey HSD
extracto      Coun      LS Mean          Homogeneous Groups
--------- ----------------------------------------------------------------------
AEO           27        13,2222          X 
EA           27        18,8889            X
AEO+EA         27        19,6296            X
--------------------------------------------------------------------------------
Contrast                                 Difference           +/-  Limits
--------------------------------------------------------------------------------
AEO - AEO+EA                         *-6,40741             1,05622          
AEO - EA                                *-5,66667             1,05622           
AEO+EA - EA                              0,740741             1,05622           
--------------------------------------------------------------------------------
* denotes a statistically significant difference.
The StatAdvisor
---------------
   This table applies a multiple comparison procedure to determine
which means are significantly different from which others.  The bottom
half of the output shows the estimated difference between each pair of
means.  An asterisk has been placed next to 2 pairs, indicating that
these pairs show statistically significant differences at the 95,0%
confidence level.  At the top of the page, 2 homogenous groups are
identified using columns of X's.  Within each column, the levels
containing X's form a group of means within which there are no
statistically significant differences.  The method currently being
used to discriminate among the means is Tukey's honestly significant
difference (HSD) procedure.  With this method, there is a 5,0% risk of
calling one or more pairs significantly different when their actual
difference equals 0.  
Multiple Range Tests for inhibicion by microorganismo
--------------------------------------------------------------------------------
Method: 95,0 percent Tukey HSD
microorganismo Count     LS Mean           Homogeneous Groups
--------------------------------------------------------------------------------
Pseudomonas    9         5,77778           X     
Lactobacillus  9       10,2222           X    
Salmonella    9         15,2222           X   
E. coli       9       15,7778            XX  
Campylobacter  9       18,2222          XX 
E. coli O157   9         18,2222             XX 
enteroco cus   9      20,3333            X 
B. cereus     9        25,1111             X
S. aureus    9       26,3333              X
--------------------------------------------------------------------------------
Contrast                            Difference          +/-  Limits
--------------------------------------------------------------------------------
B. cereus - Campylobacter              *6,88889           2,45226           
B. c us - E. coli                   *9,33333              2,45226           
B. cereus - E. coli O157                *6,88889              2,45226           
B. cereus - Lactobacillus               *14,8889              2,45226           
B. cereus - Pseudomonas                 *19,3333              2,45226           
B. cereus - S. aureus                    -1,22222             2,45226           
B. cereus - Salmonella                  *9,88889              2,45226           
B. cereus - enterococcus                *4,77778              2,45226           
Campylobacter - E. coli                  2,44444              2,45226           
Campylobacter - E. coli O157             0,0                  2,45226           
Campylobacter - Lactobacillus           *8,0                  2,45226           
Campylobacter - Pseudomonas             *12,4444              2,45226           
Campylobacter - S. aureus               *-8,11111             2,45226           
Campylobacter - Salmonella              *3,0                  2,45226           
Campylobacter - enterococcus             -2,11111             2,45226           
E. coli - E. coli O157                   -2,44444             2,45226           
E. coli - Lactobacillus                 *5,55556              2,45226           
E. coli - Pseudomonas                   *10,0                 2,45226           
E. coli - S. aureus                     *-10,5556             2,45226           
E. coli - Salmonella                     0,555556             2,45226           
E. coli - enterococcus                  *-4,55556             2,45226           
E. coli O157 - Lactobacillus            *8,0                  2,45226           
E. coli O157 - Pseudomonas              *12,4444              2,45226           
E. coli O157 - S. aureus                *-8,11111             2,45226           
E. coli O157 - Salmonella               *3,0                  2,45226           
E. coli O157 - enterococcus              -2,11111             2,45226           
Lactobacillus - Pseudomonas             *4,44444              2,45226           
Lactobacillus - S. aureus               *-16,1111             2,45226           
Lactobacillus - Salmonella              *-5,0                 2,45226           
Lactobacillus - enterococcus            *-10,1111             2,45226           
Pseudomonas - S. aureus                 *-20,5556             2,45226           
Pseudomonas - Salmonella                *-9,44444             2,45226           
Pseudomonas - enterococcus              *-14,5556             2,45226           
S. aureus - Salmonella                  *11,1111              2,45226           
S. aureus - enterococcus                *6,0                  2,45226           
Salmonella - enterococcus               *-5,11111             2,45226           
--------------------------------------------------------------------------------
* denotes a statistically significant difference.
The StatAdvisor
---------------
   This table applies a multiple comparison procedure to determine
which means are significantly different from which others.  The bottom
half of the output shows the estimated difference between each pair of
means.  An asterisk has been placed next to 29 pairs, indicating that
these pairs show statistically significant differences at the 95,0%
confidence level.  At the top of the page, 6 homogenous groups are
identified using columns of X's.  Within each column, the levels
containing X's form a group of means within which there are no
statistically significant differences.  The method currently being
used to discriminate among the means is Tukey's honestly significant
difference (HSD) procedure.  With this method, there is a 5,0% risk of
calling one or more pairs significantly different when their actual












Tabla 8: Prueba de Friedman correspondiente a la distribución porcentual de la prueba de 




























Analysis of Variance for ph - Type III Sums of Squares
--------------------------------------------------------------------------------
Source                Sum of Squares     Df    Mean Square    F-Ratio    P-Value
--------------------------------------------------------------------------------
MAIN EFFECTS
 A:repeticion              0,0119633      2     0,00598167       0,44     0,6481
 B:dia                       4,37546      3        1,45849     107,69     0,0000
 C:tratamiento               7,47988      4        1,86997     138,07     0,0000
INTERACTIONS
 AB                        0,0662367      6      0,0110394       0,82     0,5688
 AC                        0,0729533      8     0,00911917       0,67     0,7099
 BC                          4,63108     12       0,385924      28,49     0,0000
RESIDUAL                    0,325047     24      0,0135436
--------------------------------------------------------------------------------
TOTAL (CORRECTED)            16,9626     59
--------------------------------------------------------------------------------
All F-ratios are based on the residual mean square error.
The StatAdvisor
---------------
   The ANOVA table decomposes the variability of ph into contributions
due to various factors.  Since Type III sums of squares (the default)
have been chosen, the contribution of each factor is measured having
removed the effects of all other factors.  The P-values test the
statistical significance of each of the factors.  Since 3 P-values are
less than 0,05, these factors have a statistically significant effect
on ph at the 95,0% confidence level.  
Multiple Range Tests for ph by dia
--------------------------------------------------------------------------------
Method: 95,0 percent LSD
dia          Count    LS Mean        Homogeneous Groups
------------------------------------------------ -------------------------------
0             15       5,942          X  
3            15       6,19733          X 
6          15       6,55933           X
9              15        6,59667             X
--------------------------------------------------------------------------------
Contrast                                 Difference           +/-  Limits
--------------------------------------------------------------------------------
0 - 3                                 *-0,255333           0,0877053         
0 - 6                                   *-0,617333            0,0877053         
0 - 9                                   *-0,654667            0,0877053         
3 - 6                                   *-0,362               0,0877053         
3 - 9                                   *-0,399333            0,0877053         
6 - 9                                    -0,0373333           0,0877053         
--------------------------------------------------------------------------------
* denotes a statistically significant difference.
The StatAdvisor
---------------
   This table applies a multiple comparison procedure to determine
which means are significantly different from which others.  The bottom
half of the output shows the estimated difference between each pair of
means.  An asterisk has been placed next to 5 pairs, indicating that
these pairs show statistically significant differences at the 95,0%
confidence level.  At the top of the page, 3 homogenous groups are
identified using columns of X's.  Within each column, the levels
containing X's form a group of means within which there are no
statistically significant differences.  The method currently being
used to discriminate among the means is Fisher's least significant
difference (LSD) procedure.  With this method, there is a 5,0% risk of
calling each pair of means significantly different when the actual
difference equals 0.  
Multiple Range Tests for ph by tratamiento
--------------------------------------------------------------------------------
Method: 95,0 percent LSD
tratamiento    Count     LS Mean           Homogeneous Groups
--------------------------------------------------------------------------------
con EA         12        5,94583           X   
con AEO y EA   12        5,99333           X   
con AEO        12        6,32417            X  
con TBQH       12        6,4325              X 
sin antioxida  12        6,92333              X
--------------------------------------------------------------------------------
Contrast                                 Difference           +/-  Limits
--------------------------------------------------------------------------------
con AEO - con AEO y EA                  *0,330833             0,0980575         
con AEO - con EA                        *0,378333             0,0980575         
con AEO - con TBQH                      *-0,108333            0,0980575         
con AEO - sin antioxida                 *-0,599167            0,0980575         
con AEO y EA - con EA                    0,0475               0,0980575         
con AEO y EA - con TBQH                 *-0,439167            0,0980575         
con AEO y EA - sin antioxida            *-0,93                0,0980575         
con EA - con TBQH                       *-0,486667            0,0980575         
con EA - sin antioxida                  *-0,9775              0,0980575         
con TBQH - sin antioxida                *-0,490833            0,0980575         
--------------------------------------------------------------------------------
* denotes a statistically significant difference.
The StatAdvisor
---------------
   This table applies a multiple comparison procedure to determine
which means are significantly different from which others.  The bottom
half of the output shows the estimated difference between each pair of
means.  An asterisk has been placed next to 9 pairs, indicating that
these pairs show statistically significant differences at the 95,0%
confidence level.  At the top of the page, 4 homogenous groups are
identified using columns of X's.  Within each column, the levels
containing X's form a group of means within which there are no
statistically significant differences.  The method currently being
used to discriminate among the means is Fisher's least significant
difference (LSD) procedure.  With this method, there is a 5,0% risk of
calling each pair of means significantly different when the actual
difference equals 0.  
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Tabla 13: Prueba de ADEVA correspondiente a la evolución del TBARs en hamburguesas según 















Analysis of Variance for absorbancia - Type III Sums of Squares
--------------------------------------------------------------------------------
Source                Sum of Squares     Df    Mean Square    F-Ratio    P-Value
--------------------------------------------------------------------------------
MAIN EFFECTS
 A:dia                      0,390928      3       0,130309      17,73     0,0000
 B:repeticion            0,000432533      2    0,000216267       0,03     0,9710
 C:tratamiento               6,78712      4        1,69678     230,87     0,0000
INTERACTIONS
 AB                        0,0791387      6      0,0131898       1,79     0,1428
 AC                          2,08694     12       0,173912      23,66     0,0000
 BC                        0,0729711      8     0,00912139       1,24     0,3188
RESIDUAL                    0,176391     24     0,00734962
--------------------------------------------------------------------------------
TOTAL (CORRECTED)            9,59392     59
--------------------------------------------------------------------------------
All F-ratios are based on the residual mean square error.
The StatAdvisor
---------------
   The ANOVA table decomposes the variability of absorbancia into
contributions due to various factors.  Since Type III sums of squares
(the default) have been chosen, the contribution of each factor is
measured having removed the effects of all other factors.  The
P-values test the statistical significance of each of the factors. 
Since 3 P-values are less than 0,05, these factors have a
statistically significant effect on absorbancia at the 95,0%
confidence level.  
Multiple Range Tests for absorbancia by dia
-----------------------------------------------------------------
Method: 95,0 perc nt LSD
dia           Count     LS Me n         Homog neous Groups
--------------------------------------------------------------------------------
0             15       0,603467       X  
3            15        0,714933          X
6            15       0,763933         XX
9             15        0,8234            X
--------------------------------------------------------------------------------
Contrast                                 Difference           +/-  Limits
--------------------------------------------------------------------------------
0 - 3                                   *-0,111467            0,0646087         
0 - 6                                   *-0,160467            0,0646087         
0 - 9                                   *-0,219933            0,0646087         
3 - 6                                    -0,049               0,0646087         
3 - 9                                   *-0,108467            0,0646087         
6 - 9                                    -0,0594667           0,0646087         
--------------------------------------------------------------------------------
* denotes a statistically significant difference.
The StatAdvisor
---------------
   This table applies a multiple comparison procedure to determine
which means are significantly different from which others.  The bottom
half of the output shows the estimated difference between each pair of
means.  An asterisk has been placed next to 4 pairs, indicating that
these pairs show statistically significant differences at the 95,0%
confidence level.  At the top of the page, 3 homogenous groups are
identified using columns of X's.  Within each column, the levels
containing X's form a group of means within which there are no
statistically significant differences.  The method currently being
used to discriminate among the means is Fisher's least significant
difference (LSD) procedure.  With this method, there is a 5,0% risk of
calling each pair of means significantly different when the actual
difference equals 0.  
Multiple Range Tests for absorbancia by tratamiento
--------------------------------------------------------------------------------
Method: 95,0 percent LSD
tratamiento    Count     LS Mean           Homogeneous Groups
--------------------------------------------------------------------------------
con TBQH       12        0,412083          X   
con AEO        12        0,42575           X   
sin antioxida  12        0,525583           X  
con AEO y EA   12        1,09442             X 
con EA         12        1,17433              X
--------------------------------------------------------------------------------
Contrast                                 Difference           +/-  Limits
--------------------------------------------------------------------------------
con AEO - con AEO y EA                  *-0,668667            0,0722348         
con AEO - con EA                        *-0,748583            0,0722348         
con AEO - con TBQH                       0,0136667            0,0722348         
con AEO - sin antioxida                 *-0,0998333           0,0722348         
con AEO y EA - con EA                   *-0,0799167           0,0722348         
con AEO y EA - con TBQH                 *0,682333             0,0722348         
con AEO y EA - sin antioxida            *0,568833             0,0722348         
con EA - con TBQH                       *0,76225              0,0722348         
con EA - sin antioxida                  *0,64875              0,0722348         
con TBQH - sin antioxida                *-0,1135              0,0722348         
--------------------------------------------------------------------------------
* denotes a statistically significant difference.
The StatAdvisor
---------------
   This table applies a multiple comparison procedure to determine
which means are significantly different from which others.  The bottom
half of the output shows the estimated difference between each pair of
means.  An asterisk has been placed next to 9 pairs, indicating that
these pairs show statistically significant differences at the 95,0%
confidence level.  At the top of the page, 4 homogenous groups are
identified using columns of X's.  Within each column, the levels
containing X's form a group of means within which there are no
statistically significant differences.  The method currently being
used to discriminate among the means is Fisher's least significant
difference (LSD) procedure.  With this method, there is a 5,0% risk of
calling each pair of means significantly different when the actual
difference equals 0.  
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Tabla 16: Prueba de ADEVA correspondiente a la evolución del color L* en hamburguesas según 















Analysis of Variance for color - Type III Sums of Squares
--------------------------------------------------------------------------------
Source                Sum of Squares     Df    Mean Square    F-Ratio    P-Value
--------------------------------------------------------------------------------
MAIN EFFECTS
 A:dia                       452,352      3        150,784      55,89     0,0000
 B:repeticion                6,11984      5        1,22397       0,45     0,8090
 C:tratamiento               51,7295      4        12,9324       4,79     0,0020
INTERACTIONS
 AB                          62,1699     15        4,14466       1,54     0,1207
 AC                          172,404     12         14,367       5,33     0,0000
 BC                          89,9202     20        4,49601       1,67     0,0656
RESIDUAL                     164,578     61          2,698
--------------------------------------------------------------------------------
TOTAL (CORRECTED)            1136,83    120
--------------------------------------------------------------------------------
All F-ratios are based on the residual mean square error.
The StatAdvisor
---------------
   The ANOVA table decomposes the variability of color into
contributions due to various factors.  Since Type III sums of squares
(the default) have been chosen, the contribution of each factor is
measured having removed the effects of all other factors.  The
P-values test the statistical significance of each of the factors. 
Since 3 P-values are less than 0,05, these factors have a
statistically significant effect on color at the 95,0% confidence
level.  
Multiple Range Tests for color by dia
-----------------------------------------------------------------
Method: 95,0 perc nt LSD
dia           Count     LS Me n         Homog neous Groups
--------------------------------------------------------------------------------
3             23       35,4071        X 
9            28        40,7311           X
0            45       40,986           X
6             25        41,2491          X
--------------------------------------------------------------------------------
Contrast                                 Difference           +/-  Limits
--------------------------------------------------------------------------------
0 - 3                                   *5,57891              0,841889          
0 - 6                                    -0,263121            0,8193            
0 - 9                                    0,254948             0,790581          
3 - 6                                   *-5,84203             0,94898           
3 - 9                                   *-5,32396             0,924299          
6 - 9                                    0,51807              0,903773          
--------------------------------------------------------------------------------
* denotes a statistically significant difference.
The StatAdvisor
---------------
   This table applies a multiple comparison procedure to determine
which means are significantly different from which others.  The bottom
half of the output shows the estimated difference between each pair of
means.  An asterisk has been placed next to 3 pairs, indicating that
these pairs show statistically significant differences at the 95,0%
confidence level.  At the top of the page, 2 homogenous groups are
identified using columns of X's.  Within each column, the levels
containing X's form a group of means within which there are no
statistically significant differences.  The method currently being
used to discriminate among the means is Fisher's least significant
difference (LSD) procedure.  With this method, there is a 5,0% risk of
calling each pair of means significantly different when the actual
difference equals 0.  
Multiple Range Tests for color by tratamiento
--------------------------------------------------------------------------------
Method: 95,0 percent LSD
tratamiento    Count     LS Mean           Homogeneous Groups
--------------------------------------------------------------------------------
con AEO        27        38,6031           X 
con TBQH       25        39,1232           X 
sin antioxida  26        39,1954           X 
con EA         26        40,4921            X
con EA+AEO     17        40,5528            X
--------------------------------------------------------------------------------
Contrast                                 Difference           +/-  Limits
--------------------------------------------------------------------------------
con AEO - con EA                        *-1,88903             0,902484          
con AEO - con EA+AEO                   *-1,94974             1,01693           
con AEO - con TBQH                       -0,520151            0,911633          
con AEO - sin antioxida                  -0,592325            0,902484          
con EA - con EA+AEO                      -0,0607115           1,02446           
con EA - con TBQH                       *1,36888              0,920023          
con EA - sin antioxida                  *1,2967               0,910959          
con EA+AEO - con TBQH                   *1,42959              1,03252           
con EA+AEO - sin antioxida              *1,35742              1,02446           
con TBQH - sin antioxida                 -0,0721738           0,920023          
--------------------------------------------------------------------------------
* denotes a statistically significant difference.
The StatAdvisor
---------------
   This table applies a multiple comparison procedure to determine
which means are significantly different from which others.  The bottom
half of the output shows the estimated difference between each pair of
means.  An asterisk has been placed next to 6 pairs, indicating that
these pairs show statistically significant differences at the 95,0%
confidence level.  At the top of the page, 2 homogenous groups are
identified using columns of X's.  Within each column, the levels
containing X's form a group of means within which there are no
statistically significant differences.  The method currently being
used to discriminate among the means is Fisher's least significant
difference (LSD) procedure.  With this method, there is a 5,0% risk of
calling each pair of means significantly different when the actual
difference equals 0.  
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Tabla 19: Prueba de ADEVA correspondiente a la evolución del color a* en hamburguesas según 















Analysis of Variance for color - Type III Sums of Squares
--------------------------------------------------------------------------------
Source                Sum of Squares     Df    Mean Square    F-Ratio    P-Value
--------------------------------------------------------------------------------
MAIN EFFECTS
 A:dia                       256,527      3        85,5089      42,28     0,0000
 B:repeticion                28,1973      5        5,63946       2,79     0,0249
 C:tratamiento               583,319      4         145,83      72,11     0,0000
INTERACTIONS
 AB                          39,4839     15        2,63226       1,30     0,2300
 AC                          87,1169     12        7,25974       3,59     0,0005
 BC                          38,0739     20        1,90369       0,94     0,5409
RESIDUAL                     121,347     60        2,02245
--------------------------------------------------------------------------------
TOTAL (CORRECTED)            1154,06    119
--------------------------------------------------------------------------------
All F-ratios are based on the residual mean square error.
The StatAdvisor
---------------
   The ANOVA table decomposes the variability of color into
contributions due to various factors.  Since Type III sums of squares
(the default) have been chosen, the contribution of each factor is
measured having removed the effects of all other factors.  The
P-values test the statistical significance of each of the factors. 
Since 4 P-values are less than 0,05, these factors have a
statistically significant effect on color at the 95,0% confidence
level.  
Multiple Range Tests for color by dia
--------------------------------------------------------------------------------
Method: 95,0 percent LSD
dia            Count     LS Mean           Homogeneous Groups
--------------------------------------------------------------------------------
3              30        5,16933           X  
6              30        7,841              X 
0              30        8,42033            XX
9              30        8,98267             X
--------------------------------------------------------------------------------
Contrast                                 Difference           +/-  Limits
--------------------------------------------------------------------------------
0 - 3                                   *3,251                0,734495          
0 - 6                                    0,579333             0,734495          
0 - 9                                    -0,562333            0,734495          
3 - 6                                   *-2,67167             0,734495          
3 - 9                                   *-3,81333             0,734495          
6 - 9                                   *-1,14167             0,734495          
--------------------------------------------------------------------------------
* denotes a statistically significant difference.
The StatAdvisor
---------------
   This table applies a multiple comparison procedure to determine
which means are significantly different from which others.  The bottom
half of the output shows the estimated difference between each pair of
means.  An asterisk has been placed next to 4 pairs, indicating that
these pairs show statistically significant differences at the 95,0%
confidence level.  At the top of the page, 3 homogenous groups are
identified using columns of X's.  Within each column, the levels
containing X's form a group of means within which there are no
statistically significant differences.  The method currently being
used to discriminate among the means is Fisher's least significant
difference (LSD) procedure.  With this method, there is a 5,0% risk of
calling each pair of means significantly different when the actual
difference equals 0.  
Multiple Range Tests for color by tratamiento
--------------------------------------------------------------------------------
Method: 95,0 percent LSD
tratamiento    Count     LS Mean           Homogeneous Groups
--------------------------------------------------------------------------------
con EA+AEO     24        4,89958           X  
con EA         24        5,04208           X  
con TBQH       24        8,62333            X 
con AEO        24        9,2875             X 
sin antioxida  24        10,1642             X
--------------------------------------------------------------------------------
Contrast                                 Difference           +/-  Limits
--------------------------------------------------------------------------------
con AEO - con EA                        *4,24542              0,821191          
con AEO - con EA+AEO                    *4,38792              0,821191          
con AEO - con TBQH                       0,664167             0,821191          
con AEO - sin antioxida                 *-0,876667            0,821191          
con EA - con EA+AEO                      0,1425               0,821191          
con EA - con TBQH                       *-3,58125             0,821191          
con EA - sin antioxida                  *-5,12208             0,821191          
con EA+AEO - con TBQH                   *-3,72375             0,821191          
con EA+AEO - sin antioxida              *-5,26458             0,821191          
con TBQH - sin antioxida                *-1,54083             0,821191          
--------------------------------------------------------------------------------
* denotes a statistically significant difference.
The StatAdvisor
---------------
   This table applies a multiple comparison procedure to determine
which means are significantly different from which others.  The bottom
half of the output shows the estimated difference between each pair of
means.  An asterisk has been placed next to 8 pairs, indicating that
these pairs show statistically significant differences at the 95,0%
confidence level.  At the top of the page, 3 homogenous groups are
identified using columns of X's.  Within each column, the levels
containing X's form a group of means within which there are no
statistically significant differences.  The method currently being
used to discriminate among the means is Fisher's least significant
difference (LSD) procedure.  With this method, there is a 5,0% risk of
calling each pair of means significantly different when the actual
difference equals 0.  
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Tabla 22: Prueba de ADEVA correspondiente a la evolución del color b* en hamburguesas según 















Analysis of Variance for color - Type III Sums of Squares
--------------------------------------------------------------------------------
Source                Sum of Squares     Df    Mean Square    F-Ratio    P-Value
--------------------------------------------------------------------------------
MAIN EFFECTS
 A:dia                        219,36      3        73,1199      71,56     0,0000
 B:repeticion                 4,1755      5         0,8351       0,82     0,5422
 C:tratamiento               170,202      4        42,5504      41,64     0,0000
INTERACTIONS
 AB                          21,6426     15        1,44284       1,41     0,1714
 AC                          57,3213     12        4,77677       4,67     0,0000
 BC                          21,2594     20        1,06297       1,04     0,4330
RESIDUAL                     61,3118     60        1,02186
--------------------------------------------------------------------------------
TOTAL (CORRECTED)            555,272    119
--------------------------------------------------------------------------------
All F-ratios are based on the residual mean square error.
The StatAdvisor
---------------
   The ANOVA table decomposes the variability of color into
contributions due to various factors.  Since Type III sums of squares
(the default) have been chosen, the contribution of each factor is
measured having removed the effects of all other factors.  The
P-values test the statistical significance of each of the factors. 
Since 3 P-values are less than 0,05, these factors have a
statistically significant effect on color at the 95,0% confidence
level.  
Multiple Range Tests for color by dia
--------------------------------------------------------------------------------
Method: 95,0 percent LSD
dia            Count     LS Mean           Homogeneous Groups
--------------------------------------------------------------------------------
3              30        5,871             X  
6              30        8,61               X 
0              30        8,65633            X 
9              30        9,43467             X
--------------------------------------------------------------------------------
Contrast                                 Difference           +/-  Limits
--------------------------------------------------------------------------------
0 - 3                                   *2,78533              0,522091          
0 - 6                                    0,0463333            0,522091          
0 - 9                                   *-0,778333            0,522091          
3 - 6                                   *-2,739               0,522091          
3 - 9                                   *-3,56367             0,522091          
6 - 9                                   *-0,824667            0,522091          
--------------------------------------------------------------------------------
* denotes a statistically significant difference.
The StatAdvisor
---------------
   This table applies a multiple comparison procedure to determine
which means are significantly different from which others.  The bottom
half of the output shows the estimated difference between each pair of
means.  An asterisk has been placed next to 5 pairs, indicating that
these pairs show statistically significant differences at the 95,0%
confidence level.  At the top of the page, 3 homogenous groups are
identified using columns of X's.  Within each column, the levels
containing X's form a group of means within which there are no
statistically significant differences.  The method currently being
used to discriminate among the means is Fisher's least significant
difference (LSD) procedure.  With this method, there is a 5,0% risk of
calling each pair of means significantly different when the actual
difference equals 0.  
Multiple Range Tests for color by tratamiento
--------------------------------------------------------------------------------
Method: 95,0 percent LSD
tratamiento    Count     LS Mean           Homogeneous Groups
--------------------------------------------------------------------------------
con AEO        24        7,11417           X 
sin antioxida  24        7,18542           X 
con TBQH       24        7,21958           X 
con EA+AEO     24        9,47542            X
con EA         24        9,72042            X
--------------------------------------------------------------------------------
Contrast                                 Difference           +/-  Limits
--------------------------------------------------------------------------------
con AEO - con EA                        *-2,60625             0,583716          
con AEO - con EA+AEO                    *-2,36125             0,583716          
con AEO - con TBQH                       -0,105417            0,583716          
con AEO - sin antioxida                  -0,07125             0,583716          
con EA - con EA+AEO                      0,245                0,583716          
con EA - con TBQH                       *2,50083              0,583716          
con EA - sin antioxida                  *2,535                0,583716          
con EA+AEO - con TBQH                   *2,25583              0,583716          
con EA+AEO - sin antioxida              *2,29                 0,583716          
con TBQH - sin antioxida                 0,0341667            0,583716          
--------------------------------------------------------------------------------
* denotes a statistically significant difference.
The StatAdvisor
---------------
   This table applies a multiple comparison procedure to determine
which means are significantly different from which others.  The bottom
half of the output shows the estimated difference between each pair of
means.  An asterisk has been placed next to 6 pairs, indicating that
these pairs show statistically significant differences at the 95,0%
confidence level.  At the top of the page, 2 homogenous groups are
identified using columns of X's.  Within each column, the levels
containing X's form a group of means within which there are no
statistically significant differences.  The method currently being
used to discriminate among the means is Fisher's least significant
difference (LSD) procedure.  With this method, there is a 5,0% risk of
calling each pair of means significantly different when the actual
difference equals 0.  
44 
 
Tabla 25: Prueba de ADEVA correspondiente al recuento de coliformes totales en hamburguesas 















Analysis of Variance for coliformes totales - Type III Sums of Squares
--------------------------------------------------------------------------------
Source                Sum of Squares     Df    Mean Square    F-Ratio    P-Value
--------------------------------------------------------------------------------
MAIN EFFECTS
 A:dia                       6,72616      3        2,24205       6,84     0,0061
 B:tratamiento               4,15367      4        1,03842       3,17     0,0540
RESIDUAL                     3,93331     12       0,327776
--------------------------------------------------------------------------------
TOTAL (CORRECTED)            14,8131     19
Multiple Range Tests for coliformes totales by dia
--------------------------------------------------------------------------------
Method: 95,0 percent LSD
dia            Count     LS Mean           Homogeneous Groups
--------------------------------------------------------------------------------
0              5         0,81337           X  
6              5         0,975704          XX 
9              5         1,70103            XX
3              5         2,25786             X
--------------------------------------------------------------------------------
Multiple Range Tests for coliformes totales by tratamiento
--------------------------------------------------------------------------------
Method: 95,0 percent LSD
tratamiento    Count     LS Mean           Homogeneous Groups
--------------------------------------------------------------------------------
con AEO y EA   4         0,828993          X  
con EA         4         0,951545          XX 
con TBQH       4         1,71672            XX
con AEO        4         1,7348             XX
sin antioxida  4         1,95289             X
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Tabla 28: Prueba de ADEVA correspondiente al recuento de coliformes fecales en hamburguesas 















Analysis of Variance for coliformes fecales - Type III Sums of Squares
--------------------------------------------------------------------------------
Source                Sum of Squares     Df    Mean Square    F-Ratio    P-Value
--------------------------------------------------------------------------------
MAIN EFFECTS
 A:dia                      0,698779      3       0,232926      15,00     0,0002
 B:tratamiento              0,062134      4      0,0155335       1,00     0,4449
RESIDUAL                    0,186402     12      0,0155335
--------------------------------------------------------------------------------
TOTAL (CORRECTED)           0,947315     19
--------------------------------------------------------------------------------
All F-ratios are based on the residual mean square error.
The StatAdvisor
---------------
   The ANOVA table decomposes the variability of coliformes fecales
into contributions due to various factors.  Since Type III sums of
squares (the default) have been chosen, the contribution of each
factor is measured having removed the effects of all other factors. 
The P-values test the statistical significance of each of the factors.
Since one P-value is less than 0,05, this factor has a statistically
significant effect on coliformes fecales at the 95,0% confidence
level.  
Multiple Range Tests for coliformes fecales by dia
-----------------------------------------------------------------
Method: 95,0 perc nt LSD
dia           Count    LS Mean         Homog neous Groups
--------------------------------------------------------------------------------
9            5        0,0             X 
6            5       0,0              X 
3            5       0,0            X 
0             5       0,431672         X
--------------------------------------------------------------------------------
Contrast                                 Difference           +/-  Limits
--------------------------------------------------------------------------------
0 - 3                                 *0,431672             0,171746          
0 - 6                                   *0,431672             0,171746          
0 - 9                                   *0,431672             0,171746          
3 - 6                                    0,0                  0,171746          
3 - 9                                    0,0                  0,171746          
6 - 9                                    0,0                  0,171746          
--------------------------------------------------------------------------------
* denotes a statistically significant difference.
The StatAdvisor
---------------
   This table applies a multiple comparison procedure to determine
which means are significantly different from which others.  The bottom
half of the output shows the estimated difference between each pair of
means.  An asterisk has been placed next to 3 pairs, indicating that
these pairs show statistically significant differences at the 95,0%
confidence level.  At the top of the page, 2 homogenous groups are
identified using columns of X's.  Within each column, the levels
containing X's form a group of means within which there are no
statistically significant differences.  The method currently being
used to discriminate among the means is Fisher's least significant
difference (LSD) procedure.  With this method, there is a 5,0% risk of
calling each pair of means significantly different when the actual
difference equals 0.  
Multiple Range Tests for coliformes fecales by tratamiento
-- -----------------------------------------------------------------------------
Method: 95,0 percent LSD
tratamiento    Count     LS Mean           Homogeneous Groups
--------------------------------------------------------------------------------
con AEO        4         0,0               X
con AEO y EA   4         0,11928           X
con TBQH       4         0,11928           X
con EA         4         0,150515          X
sin antioxida  4         0,150515          X
--------------------------------------------------------------------------------
Contrast                             Difference         +/-  Li its
--------------------------------------------------------------------------------
con AEO - con AEO y EA               -0,11928            0,192017          
con AEO - con EA                        -0,150515         0,192017          
 AEO - con TBQH                  -0,11928            0,192017          
con AEO - sin anti xida             -0,150515          0,192017          
 AEO y EA - c n EA                 -0,0312347         0,192017          
con AEO y EA - co  TBQH               0,0                0,192017          
con AEO y EA - sin anti xida          -0,0312347          0,192017          
con EA - con TBQH                    0,0312347         0,192017          
on EA - sin antioxida                 0,0               0,192017          
con TBQH - sin antioxida                 -0,0312347           0,192017          
--------------------------------------------------------------------------------
* denotes a statistically significant difference.
The StatAdvisor
---------------
   This table applies a multiple comparison procedure to determine
which means are significantly different from which others.  The bottom
half of the output shows the estimated difference between each pair of
means.  There are no statistically significant differences between any
pair of means at the 95,0% confidence level.  At the top of the page,
one homogenous group is identified by a column of X's.  Within each
column, the levels containing X's form a group of means within which
there are no statistically significant differences.  The method
currently being used to discriminate among the means is Fisher's least
significant difference (LSD) procedure.  With this method, there is a
5,0% risk of calling each pair of means significantly different when
the actual difference equals 0.  
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Tabla 31: Prueba de ADEVA correspondiente al recuento de levaduras y hongos en 















Analysis of Variance for levaduras y mohos - Type III Sums of Squares
--------------------------------------------------------------------------------
Source                Sum of Squares     Df    Mean Square    F-Ratio    P-Value
--------------------------------------------------------------------------------
MAIN EFFECTS
 A:dia                        11,171      3        3,72365      12,50     0,0005
 B:tratamiento               3,96594      4       0,991486       3,33     0,0472
RESIDUAL                      3,5747     12       0,297892
--------------------------------------------------------------------------------
TOTAL (CORRECTED)            18,7116     19
--------------------------------------------------------------------------------
All F-ratios are based on the residual mean square error.
The StatAdvisor
---------------
   The ANOVA table decomposes the variability of levaduras y mohos
into contributions due to various factors.  Since Type III sums of
squares (the default) have been chosen, the contribution of each
factor is measured having removed the effects of all other factors. 
The P-values test the statistical significance of each of the factors.
Since 2 P-values are less than 0,05, these factors have a
statistically significant effect on levaduras y mohos at the 95,0%
confidence level.  
Multiple Range Tests for levaduras y mohos by dia
--------------------------------------------------------------------------------
Method: 95,0 percent LSD
dia            Count     LS Mean           Homogeneous Groups
--------------------------------------------------------------------------------
0              5         2,24064           X  
3              5         3,08156            X 
6              5         3,78494            XX
9              5         4,21249             X
--------------------------------------------------------------------------------
Contrast                                 Difference           +/-  Limits
--------------------------------------------------------------------------------
0 - 3                                  *-0,840912            0,752108          
0 - 6                                   *-1,5443              0,752108          
0 - 9                                   *-1,97185             0,752108          
3 - 6                                    -0,703388            0,752108          
3 - 9                                   *-1,13094             0,752108          
6 - 9                                    -0,427551            0,752108          
--------------------------------------------------------------------------------
* denotes a statistically significant difference.
The StatAdvisor
---------------
   This table applies a multiple comparison procedure to determine
which means are significantly different from which others.  The bottom
half of the output shows the estimated difference between each pair of
means.  An asterisk has been placed next to 4 pairs, indicating that
these pairs show statistically significant differences at the 95,0%
confidence level.  At the top of the page, 3 homogenous groups are
identified using columns of X's.  Within each column, the levels
containing X's form a group of means within which there are no
statistically significant differences.  The method currently being
used to discriminate among the means is Fisher's least significant
difference (LSD) procedure.  With this method, there is a 5,0% risk of
calling each pair of means significantly different when the actual
difference equals 0.  
Multiple Range Tests for levaduras y mohos by tratamiento
--------------------------------------------------------------------------------
Method: 95,0 percent LSD
tratamiento    Count     LS Mean           Homogeneous Groups
--------------------------------------------------------------------------------
con AEO y EA   4         2,66721           X 
con EA         4         3,02221           X 
sin antioxida  4         3,48965           XX
con AEO        4         3,50772           XX
con TBQH       4         3,96276            X
--------------------------------------------------------------------------------
Contrast                                 Difference           +/-  Limits
--------------------------------------------------------------------------------
con AEO - con AEO y EA                   0,840511             0,840882          
con AEO - con EA                         0,485514             0,840882          
con AEO - con TBQH                       -0,455039            0,840882          
con AEO - sin antioxida                  0,0180678            0,840882          
con AEO y EA - con EA                    -0,354998            0,840882          
con AEO y EA - con TBQH                 *-1,29555             0,840882          
con AEO y EA - sin antioxida             -0,822443            0,840882          
con EA - con TBQH                       *-0,940552            0,840882          
con EA - sin antioxida                   -0,467446            0,840882          
con TBQH - sin antioxida                 0,473107             0,840882          
--------------------------------------------------------------------------------
* denotes a statistically significant difference.
The StatAdvisor
---------------
   This table applies a multiple comparison procedure to determine
which means are significantly different from which others.  The bottom
half of the output shows the estimated difference between each pair of
means.  An asterisk has been placed next to 2 pairs, indicating that
these pairs show statistically significant differences at the 95,0%
confidence level.  At the top of the page, 2 homogenous groups are
identified using columns of X's.  Within each column, the levels
containing X's form a group of means within which there are no
statistically significant differences.  The method currently being
used to discriminate among the means is Fisher's least significant
difference (LSD) procedure.  With this method, there is a 5,0% risk of
calling each pair of means significantly different when the actual
difference equals 0.  
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Tabla 34: Prueba de ADEVA correspondiente al recuento de bacterias psicrófilas en 














Analysis of Variance for bacterias psicrofilas - Type III Sums of Squares
--------------------------------------------------------------------------------
Source                Sum of Squares     Df    Mean Square    F-Ratio    P-Value
--------------------------------------------------------------------------------
MAIN EFFECTS
 A:dia                       26,4593      3        8,81977      41,79     0,0000
 B:tratamiento               3,76372      4        0,94093       4,46     0,0194
RESIDUAL                     2,53281     12       0,211067
--------------------------------------------------------------------------------
TOTAL (CORRECTED)            32,7558     19
--------------------------------------------------------------------------------
All F-ratios are based on the residual mean square error.
The StatAdvisor
---------------
   The ANOVA table decomposes the variability of bacterias psicrofilas
into contributions due to various factors.  Since Type III sums of
squares (the default) have been chosen, the contribution of each
factor is measured having removed the effects of all other factors. 
The P-values test the statistical significance of each of the factors.
Since 2 P-values are less than 0,05, these factors have a
statistically significant effect on bacterias psicrofilas at the 95,0%
confidence level.  
Multiple Range Tests for bacterias psicrofilas by dia
--------------------------------------------------------------------------------
Method: 95,0 percent LSD
dia            Count     LS Mean           Homogeneous Groups
--------------------------------------------------------------------------------
0              5         5,61997           X  
3              5         6,36204            X 
6              5         7,96371             X
9              5         8,44566             X
--------------------------------------------------------------------------------
Contrast                                 Difference           +/-  Limits
--------------------------------------------------------------------------------
0 - 3                                 *-0,742071            0,633084          
0 - 6                                   *-2,34375             0,633084          
0 - 9                                   *-2,82569             0,633084          
3 - 6                                   *-1,60168             0,633084          
3 - 9                                   *-2,08362             0,633084          
6 - 9                                    -0,481944            0,633084          
--------------------------------------------------------------------------------
* denotes a statistically significant difference.
The StatAdvisor
---------------
   This table applies a multiple comparison procedure to determine
which means are significantly different from which others.  The bottom
half of the output shows the estimated difference between each pair of
means.  An asterisk has been placed next to 5 pairs, indicating that
these pairs show statistically significant differences at the 95,0%
confidence level.  At the top of the page, 3 homogenous groups are
identified using columns of X's.  Within each column, the levels
containing X's form a group of means within which there are no
statistically significant differences.  The method currently being
used to discriminate among the means is Fisher's least significant
difference (LSD) procedure.  With this method, there is a 5,0% risk of
calling each pair of means significantly different when the actual
difference equals 0.  
Multiple Range Tests for bacterias psicrofilas by tratamiento
--------------------------------------------------------------------------------
Method: 95,0 percent LSD
tratamiento    Count     LS Mean           Homogeneous Groups
--------------------------------------------------------------------------------
con EA         4         6,53518           X  
con AEO y EA   4         6,63359           XX 
con TBQH       4         7,2447             XX
sin antioxida  4         7,53768             X
con AEO        4         7,53806             X
--------------------------------------------------------------------------------
Contrast                                Difference           +/-  Limits
--------------------------------------------------------------------------------
con AEO - con AEO y EA                  *0,904466             0,707809          
con AEO - con EA                        *1,00288              0,707809          
con AEO - con TBQH                       0,293365             0,707809          
con AEO - sin antioxida                  0,000375039          0,707809          
con AEO y EA - con EA                    0,0984103            0,707809          
con AEO y EA - con TBQH                  -0,611101            0,707809          
con AEO y EA - sin antioxida            *-0,904091            0,707809          
con EA - con TBQH                       *-0,709511            0,707809          
con EA - sin antioxida                  *-1,0025              0,707809          
con TBQH - sin antioxida                 -0,29299             0,707809          
--------------------------------------------------------------------------------
* denotes a statistically significant difference.
The StatAdvisor
---------------
   This table applies a multiple comparison procedure to determine
which means are significantly different from which others.  The bottom
half of the output shows the estimated difference between each pair of
means.  An asterisk has been placed next to 5 pairs, indicating that
these pairs show statistically significant differences at the 95,0%
confidence level.  At the top of the page, 3 homogenous groups are
identified using columns of X's.  Within each column, the levels
containing X's form a group of means within which there are no
statistically significant differences.  The method currently being
used to discriminate among the means is Fisher's least significant
difference (LSD) procedure.  With this method, there is a 5,0% risk of
calling each pair of means significantly different when the actual
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